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1 Einleitung 
 
Salmonelloseerkrankungen, eine häufige Zoonose beim Menschen, gehen größtenteils auf 
den Verzehr von unzureichend erhitzten Lebensmitteln aus der Geflügelwirtschaft zurück. 
Eine bedeutende Ursache hierfür ist in der Salmonellenbelastung innerhalb der Geflügelbe-
stände zu sehen. Latent infizierte Tiere ohne klinische Symptome können zur Verbreitung 
dieses Keimes beitragen und stehen somit am Anfang einer Infektkette. Auch wenn das Zu-
standekommen einer Salmonellose nicht allein vom Vorhandensein einzelner Keime ab-
hängt, sondern von der Anzahl der Erreger, wird daraus ersichtlich, dass bereits die Desin-
fektion von Bruteiern bei der Bekämpfung der Salmonellose eine zentrale Rolle spielt. Vor-
beugende Maßnahmen, die den Infektionsdruck im Vorfeld senken und damit die Infektkette 
stoppen, sind unerlässlich, um den Verbraucher zu schützen. 
Bisher wird eine Minimierung der Ausgangskeimkonzentration auf Bruteiern mittels einer 
Formaldehydbegasung erreicht. Zwar ist es damit gelungen, den Infektionsdruck zu reduzie-
ren, doch der große Nachteil einer Formaldehydbegasung von Bruteiern bleibt aufgrund der 
hohen Toxizität dieses Stoffes bei der Verdampfung bestehen und stellt somit für das 
Personal in den Brütereien eine mögliche Gefahr dar. 
Obwohl Ozon schon in einigen Studien als eine Alternative zu der herkömmlichen 
Formaldehydbegasung getestet wurde, (KOIDIS et al. 2000, BURLESON et al. 1975, 
WHISTLER und SHELDON 2000) bleiben Fragen hinsichtlich Wirksamkeit und 
Anwendbarkeit offen.  
 
In einer disziplinübergreifenden Untersuchung (u.a. Institut für Lebensmittelhygiene, 
Veterinär-Anatomisches Institut und Veterinär-physiologisch-chemisches Institut der 
Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig), gefördert durch das Bundes-
ministerium für Wirtschaft und Arbeit, sollten daher die Vor- und Nachteile einer Ozon-
behandlung von Bruteiern aufgezeigt werden. Es sollten wissenschaftlich fundierte 
Ergebnisse erarbeitet werden, um optimale Erkenntnisse in Bezug auf Desinfektionserfolg, 
verbleibende Schlupfrate und chemische Reaktionen von Ozon an Eiinhaltsstoffen zu 
erlangen.  
Nach Ermittlung verschiedener Ozonkonzentration-Einwirkzeit-Kombinationen, bei der eine 
sichere Abtötung der Salmonellen auf der Eischale gewährleistet ist, sollten mögliche 
Veränderungen im Eiinhalt aufgezeigt werden. 
 
Von Interesse für diese Arbeit sind somit die Auswirkungen dieser Bruteidesinfektion auf 
Eiinhaltsstoffe, die aufgrund ihrer chemischen Struktur für eine Oxidation von Ozon 
prädestiniert sind. Hierbei sind in erster Linie die Dotterlipide, Vitamin A und E sowie die 
Eiklar- und Kutikulaproteine zu nennen. Im Verlauf der Arbeit stellte sich zudem die Frage, 
ob die embryonale DNA im Brutei, die sich in der Keimscheibe befindet, beeinträchtigt wird. 
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2        Literaturübersicht 
 
2.1  Bedeutung der Bruteidesinfektion bei der Salmonellenbekämpfung 
 
Die Desinfektion von Bruteiern gestaltet sich schon seit Beginn der industriellen Haltung von 
Geflügel als äußerst schwierig, da aufgrund vieler Kontaminationsquellen (siehe Kap. 2.3) 
die Eier während und nach dem Legen mit Keimen aus der Umwelt belastet werden. Diese 
Keime stellen somit den Anfang einer Infektkette dar, die möglicherweise durch den Verzehr 
von unzureichend erhitzten Lebensmitteln eine Erkrankung beim Konsumenten auslösen 
kann. Daher ist es unumgänglich, bereits in den Geflügelbeständen mit 
Desinfektionsmaßnahmen zu beginnen. Zwar können damit Mikroorganismen, die sich 
bereits durch vertikale Übertragung im Eiinneren befinden, nicht abgetötet werden, doch 
kommt beispielsweise bei Salmonella (S.) Enteritidis dieser Kontaminationsweg seltener vor. 
Für die Desinfektion von Bruteiern sind chemische Desinfektionsmittel als Gas oder als 
Zugabe im Waschwasser möglich, auch physikalische Methoden mittels Ultraschall oder UV-
Licht denkbar, bislang wird jedoch die Behandlung mit verdampftem Formaldehyd praktiziert. 
Im Allgemeinen werden die Eier kurz nach dem Einsammeln aus den Nestern desinfiziert. 
Danach werden diese Eier bis zur Bebrütung mehrere Tage (bis zu zwei Wochen) gelagert. 
Diese Verfahrensweise berücksichtigt zwar, dass eine frühe Entkeimung der Eier wichtig ist 
(HÜTTNER 1973), lässt jedoch außer Acht, dass ein sekundärer Keimbefall während der 
Lagerzeit eintreten kann. MAULDIN (1993) legte dar, dass schon 30 min nach der Eiablage 
die Penetration der Bakterien durch die Eischale beginnt. Dieser Autor schrieb weiterhin, 
dass jedoch die Eischalenqualität von größerer Bedeutung ist als die Lagerungszeit. 
 
Die meisten Salmonella-Infektionen beim Menschen sind auf den Verzehr von mit S. 
Enteritidis kontaminierten Lebensmitteln zurückzuführen, wobei hier vor allem unzureichend 
erhitzte oder rohe Produkte der Geflügelwirtschaft die Verursacher sind. Der Ursprung 
dieses Problems liegt bei den Geflügelbeständen, indem latent infizierte Tiere den Erreger 
ungehindert verbreiten können. Insbesondere Salmonellen erfüllen eine Reihe an Kriterien, 
die eine Bekämpfung von Beginn an und damit in den Beständen erschweren. Eine 
Übersicht darüber gibt Tabelle 2.1. 
 
Dies verdeutlicht, dass möglichst schon in den Beständen Maßnahmen zur 
Risikominimierung ergriffen werden müssen, die gesetzlichen Bestimmungen unterliegen. 
Nach KLARE (1995) können hier drei Qualitätsebenen unterschieden werden. Während die 
zweite (amtliche Schlachttier- und Fleischuntersuchung eines jeden Tieres) und dritte Ebene 
(Lebensmittelrecht) erst zu einem späteren Zeitpunkt in der Lebensmittelproduktion gelten, 
ist die erste Ebene bereits beim lebenden Tier im Stall zu finden. Mit der Einhaltung 
nationaler bzw. EU-Verordnungen (z.B. Trinkwasserverordnung, RL zur Überwachung von 
Zoonosen und Zoonoseerregern Nr. 2003/99/EG, Verordnung (EG) Nr.1168/2006, 
Verordnung zur Bekämpfung von Salmonellen und bestimmten anderen durch LM 
übertragbaren Zoonoseerregern Nr. 2160/2003) werden optimale hygienische 
Vorraussetzungen in den Beständen angestrebt, um den Infektionsdruck systematisch zu 
reduzieren. Letztere VO greift zum Beispiel direkt in den Geflügelbeständen und dort u.a. in 
den Bereich der Erzeugung von Bruteiern ein, indem in festgelegter Menge je nach Anzahl 
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der Zuchttiere Proben zu untersuchen sind. Im Falle eines positiven Nachweises von 
Salmonellen sind Meldungen und spezielle Maßnahmen (unschädliche Beseitigung, gründ-
liche Reinigung und Desinfektion) zwingend vorgeschrieben. 
 
 
Tab. 2.1: Kriterien der Salmonellenbekämpfung (modifiziert nach SCHOBRIES 1995) 
 
Kriterium Bekämpfungsproblem 
Erreger - geringe Wirtsspezifität 
- relativ hohe Tenazität 
Übertragungsmodus - vielfältige Übertragungsmöglichkeiten wie        
Staub, Futtermittel 
Wirtsempfänglichkeit - meistens hohe Resistenz  
- selten klinische Manifestation als          
Salmonellose beim Tier 
Haltungshygiene - bei hoher Besatzdichte und Dauernutzung                
der Haltungseinrichtung günstige 
Übertragungsmöglichkeiten 
Produktionsorganisation - häufig reger Tierverkehr zwischen 
verschiedenen Produktionsanlagen 
Schadwirkung - Unmittelbare Schadwirkung für den 
Erzeuger kaum merklich 
- Verbraucher trägt durch die Lagerung und 
Verarbeitung der Lebensmittel zur möglichen 
Schadwirkung bei 
Diagnostik - klinisches Bild wenig pathognostisch und 
Nachweis zu langwierig bzw. zu teuer für 
Einzeltier 
Therapie - Erregereliminierung im Bestand nicht 
erreichbar 
Impfung - schmales Wirkungsspektrum 
 
 
2.2 Bedeutung lebensmittelbedingter Salmonella-Infektionen beim Menschen 
 
Das Auftreten infektiöser Erkrankungen, wie der Salmonellose wird von vielfältigen Faktoren 
beeinflusst, die weltweiten veränderlichen Einflüssen unterliegen. So wurde es Erregern wie 
den Salmonellen aufgrund veränderter Produktionsbedingungen, größerer Märkte und 
weltweitem Handel möglich, sich in Gebiete auszudehnen, in denen sie zuvor nie auftraten. 
Auch trugen veränderte Gewohnheiten der Bevölkerung zu einem Anstieg von Erkrankungen 
bei. Weiterhin führten die höheren Tierzahlen in den Beständen zu einem erhöhten 
Infektionsdruck, so dass eine selektive Vermehrung erleichtert wurde. Einerseits wird durch 
den Verzehr von rohen, unbehandelten Lebensmitteln, die als besonders gesund gelten, die 
Gefahr einer lebensmittelbedingten Erkrankung erhöht, andererseits führt das Verlangen 
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nach exotischen Lebensmitteln, die aus Ländern mit mangelnden Hygienevorschriften 
eingeführt werden, zu einer Erhöhung des Risikos (KOLB und SCHMIDT 1996).  
Bei geeigneten Bedingungen, das heißt bei Vorhandensein einer ausreichenden Anzahl an 
Salmonellen (ab 105 Keimen pro kontaminiertes LM; MAYER 2001) kann beim Menschen 
durch den Verzehr von nicht ausreichend erhitztem Geflügel, Hühnereiern oder Speisen aus 
Eiern eine Infektionskrankheit in Form einer Gastroenteritis auftreten. Diese Erkrankung 
gehört in den Bereich der Lebensmittelinfektionen, die laut World Health Organisation (WHO) 
als Krankheiten infektiöser oder toxischer Natur definiert sind, die tatsächlich oder 
wahrscheinlich auf den Verzehr von Lebensmitteln oder Wasser zurückgeführt werden 
können (MAYER 2001). 
Aus Abb. 2.1 wird ersichtlich, dass lebensmittelbedingte Salmonellosen zwischen 1977 und 
2005 in Deutschland in unterschiedlichem Ausmaß auftraten. Es ist ein deutlicher Anstieg zu 
Beginn der 90er Jahre zu verzeichnen (von 30 000 im Jahr 1977 auf 192 000 im Jahr 1992), 
wohingegen die Zahl der Erkrankungen bis 2005 kontinuierlich abnahm (52 245 
Erkrankungen).  
Anfang der 90er galten Salmonella-Arten als die häufigsten Verursacher von Enteritis 
infectiosa-Erkrankungen (bis zu 80 %). Weiterhin wurden andere bakterielle Erreger wie 
Staphylococcus aureus, Campylobacter spp., Clostridium perfringens, Yersinia enterocolica, 
Bacillus cereus, Streptococcus spp. und Escherichia coli bei den erkrankten Personen 
nachgewiesen. 
Heutzutage spielen besonders Viren eine große Rolle bei infektiösen Magen-Darm-
Erkrankungen. Dennoch lag 2005 laut Robert-Koch-Institut (RKI, 2006) die Salmonella-
Infektion mit 52 245 Fällen in ihrer Häufigkeit nach der Norovirus- mit 65 068 Fällen, 
Campylobacter jejuni- (62 114 Fälle) und Rotavirusinfektion (54 240 Fälle) an vierter Stelle. 
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Abb.2.1: 
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Nicht nur die Häufigkeit der Salmonellose an sich hat sich im Laufe der Zeit verschoben, 
auch die Serovare innerhalb der beteiligten Salmonellen haben sich verändert. Während in 
den 70er Jahren vor allem S. Typhimurium überwog, konnte in den letzten Jahren 
hauptsächlich S. Enteritidis isoliert werden (HARTUNG 2003). Das Verhältnis von 
Erkrankungen durch S. Enteritidis zu S. Typhimurium betrug 2005 68 zu 25 (RKI 2006).   
 
2.3                  Pathogenese der Salmonellose beim Geflügel  
 
Beim Geflügel wird zwischen der Salmonella-Infektion mit dem wirtsspezifischen Serovar S. 
gallinarum-pullorum und den nicht wirtsspezifischen Serovaren S. Typhimurium und S. 
Enteritidis unterschieden. Im Hinblick auf lebensmittelbedingte Infektionen beim Mensch 
haben nur die letztgenannten eine Bedeutung. Erkrankungen mit klinischen Symptomen sind 
beim Geflügel durch S. Typhimurium bzw. S. Enteritidis relativ selten. Es erkranken vor allem 
immunsupprimierte Hühner oder Küken. Akute Verläufe bei Küken äußern sich in starkem 
Durst, Mattigkeit, Inappetenz, gesträubtem Gefieder und Hängen lassen der Flügel. Vor 
allem aber die inapparent ablaufenden Salmonella-Infektionen sind aus lebens-
mittelhygienischer Sicht von großer Bedeutung. Die Tiere zeigen keinerlei 
Krankheitserscheinungen, scheiden aber Erreger aus und sorgen somit für deren 
Verbreitung bei Mensch und Tier. So waren zum Beispiel laut Jahresbericht 2004 des 
nationalen Referenzlabors für die Epidemiologie der Zoonosen in Deutschland bei 0,44 % 
der Konsumeier, die auf Salmonellen getestet wurden, diese Keime nachweisbar. Diese 
Zahlen dürften auch die Situation bei den Bruteiern widerspiegeln. Bei Untersuchungen über 
den Durchseuchungsgrad von Salmonellen in den Geflügelbeständen konnten 2004 bei 
6,08 % der Legehuhneintagsküken Salmonellen nachgewiesen werden. Bei Aufzucht-
beständen lag der Prozentsatz mit bis zu 18 % wesentlich höher. Im Vergleich dazu wurden 
bei Legehühnern im selben Jahr bei 2,12 % der Herden Salmonellen gefunden. 
Seit Einführung der Pflichtimmunisierung von Legehennen im Jahre 1994 konnte eine 
geringere Salmonellenbelastung beobachtet werden, doch ist auch diese Maßnahme keine 
Garantie für salmonellenfreie Bestände. 
 
Konsumeier bzw. Bruteier können auf zweierlei Wegen mit Salmonellen kontaminiert 
werden. Die erste Gelegenheit der Kontamination besteht schon vor der Bildung der Eischale 
im Huhn (primäre Kontamination), die sekundäre Kontamination dagegen geschieht während 
und nach dem Legen und nachfolgender Keimpenetration in den Eiinhalt (BAILEY et 
al.1996). 
Bei der primären Kontamination muss zwischen mehreren Möglichkeiten unterschieden 
werden. Besteht bei der Henne bereits eine Allgemeininfektion durch Salmonellen, können 
die Bakterien über den Blutweg in das Ovar transportiert werden und damit bereits bei der 
Bildung ins Eidotter gelangen. Steigen bei einer verminderten Keimabwehr Keime von der 
Kloake in den Uterus auf, ist auch dies ein Weg der primären Kontamination. Eine weitere 
Variante für Keime, noch vor der Eischalenbildung ins Ei zu gelangen, stellt infiziertes 
Sperma des Hahns dar (COX et al. 2000, DAVIES und BRESLIN 2004).  
 
Die sekundäre Kontamination repräsentiert jedoch die weitaus häufigere Form der 
Salmonellenübertragung. Die unmittelbar nach dem Legen relativ keimarme Schale kann 
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durch Stallstaub, Stallluft, Kot, keimbelastetes Material wie Legenester oder Transportbänder 
mit Salmonellen kontaminiert und von diesen penetriert werden. Dies wird durch Faktoren 
wie Lagerung, Schalenverschmutzung, Schalendefekte und eine hohe Anfangskeim-
konzentration begünstigt. Schließlich wird durch eine ungenügende Inaktivierung der 
Mikroben im Eiklar eine Migration der Salmonellen in das Eidotter ermöglicht. Dort können 
sich die Bakterien aufgrund des idealen Nährbodens enorm schnell vermehren (GAST und 
BEARD 1990, BRAUN und FEHLHABER 1994, CASON et al.1994).  
 
2.4  Bruteidesinfektion 
 
Der nächste Abschnitt soll einen kurzen Überblick zu den bisher getesteten 
Desinfektionsmethoden von Bruteiern geben. 
Die weitverbreitete Behandlungsart Bruteier zu desinfizieren ist, wie bereits erwähnt, die 
Behandlung mit Formaldehyd. Formaldehyd ist seit langem bekannt als ein sehr wirksames 
keimtötendes Mittel, das leicht anzuwenden ist. Außerdem können mit einer Behandlung 
sehr viele Eier kostengünstig entkeimt werden. Schon 1970 wurde von WILLIAMS die 
Wirksamkeit einer Formaldehydbegasung der Bruteier bestätigt. Er begaste Eier mit einer 
Basisdosis von 4,4 ml Formalin, hinzugefügt zu 2,2 g Kaliumpermanganat pro m3 Luft für 20 
min. Durch eine Erhöhung der Dosis um das drei- bzw. fünffache konnte er nur eine geringe 
Verbesserung der Wirksamkeit erreichen. Doch schon die Basisdosis reichte aus, um eine 
Reduktion des Gesamtkeimgehalts gegenüber den Kontrollen von 99,85 % zu erreichen. 
MAGRAS (1996) räumte allerdings ein, dass zu hohe Dosen Formaldehyd vor allem 
angewandt während der frühen Entwicklungsstadien, zu Schlupfminderungen und 
vermehrtem Auftreten missgebildeter Küken führten. Wurde stattdessen Formaldehyd-
begasung während der letzen drei Tage der Bebrütung durchgeführt, konnte nach SANDER 
et al. (1995) eine verminderte Motilität der Zilien in der Trachea und in den ersten 
Lebenstagen eine abnorme Schleimbildung in der Trachea festgestellt werden. 
Aufgrund der kanzerogenen Wirkung von Formaldehyd ist es jedoch notwendig, alternative 
Desinfektionsmethoden zu etablieren.  
 
Die Chlordioxid-Begasung wurde beispielsweise von PATTERSON et al. (1990) getestet. 
Nach Bestimmung einer geeigneten Dosis, die das Brutergebnis nicht beeinträchtigte, 
konnten diese Autoren eine dem Formaldehyd vergleichbare Wirksamkeit gegen 
Mikroorganismen u.a. E. coli feststellen (Reduktionen um den Faktor 102 für E. coli).  
 
Cetylpyridiniumchlorid und Natriumtriphosphat, bekannt als wirksame Stoffe gegen 
Salmonellen auf Geflügelschlachtkörpern und eingesetzt als Zugabe in Waschwasser von 
Eiern, schädigte nach einer Untersuchung von KIM und SLAVIK (1996) die äußeren 
Strukturen der Eischale. Nach einer 1,5-minütigen Waschung der Eier mit 
Cetylpyridiniumchloridlösungen (10, 50 und 100 ppm) bzw. Natriumtriphosphatlösungen 
(0,5; 1 und 5 %ig) konnten sie mit dem Elektronenmikroskop signifikante Unterschiede 
zwischen der Porosität der chemisch behandelten Eier und der Kontrolleier finden. Die durch 
die Chemikalien geschädigten Eier, so die Autoren, waren damit stärker einer späteren 
Penetration von Mikroorganismen ausgesetzt.    
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UV-Strahlung als eine weitere Methode der Keimabtötung wurde unter anderem von 
CHAVEZ et al. (2002) und COUFAL et al. (2003) erforscht. Ab einer Bestrahlungszeit von 30 
s und einer UV-Dosis von 7,5 mW / cm2 wurde von letzteren Autoren ein zufriedenstellendes 
Ergebnis erreicht. Nach Zählung der abgewaschenen Testkeime (E. coli, S. Enteritidis) 
konnte eine Reduktion um den Faktor 102-103 ermittelt werden. Diese Autoren berichteten 
von einer anderen Forschergruppe (KUO et al. 1997), die durch Erhöhung der Einwirkzeit 
(bis 15 min) und einer gleichzeitigen Erniedrigung der Dosis (4,35 mW / cm2) gleichwertige 
Ergebnisse erreichen konnten. 
 
Eine zusätzliche Technik, Mikroorganismen auf Eischalen zu reduzieren, wurde von 
RUSSELL (2003) untersucht. Künstlich mit S. Typhimurium, Listeria monocytogenes, E. coli 
und Staphylococcus aureus kontaminierte Eier wurden mit elektrisch geladenem Wasser mit 
Hilfe eines Spraysystems behandelt. Dieses Wasser hatte einen pH-Wert von 2,6 und ein 
Redoxpotential von 1,150 mV und enthielt Chlor in einer Konzentration von 20-50 ppm 
(FABRIZIO et al. 2002). KIM et al. (2000) und RUSSELL (2003) konnten in ihren Studien mit 
dieser ungiftigen und kostengünstigen Methode ausreichende Reduktion im Bereich des 
Faktors 103 –104 aller Keime erreichen.  
 
Verschiedene Untersuchungen über Wasserstoffperoxid als Mittel bei der Desinfektion von 
Bruteiern ergaben ebenfalls zufriedenstellende Ergebnisse. SHELDON und BRAKE (1991) 
konnten mit einer Sprühbehandlung (5 %ige Lösung) eine Verringerung der Testkeime (u.a. 
S. Typhimurium) um den Faktor 105 feststellen. PADRON (1995) hingegen behandelte die 
Bruteier in einer Studie mit einer Eintauch-Methode, die durch eine künstliche Druckdifferenz 
auch die Eimembran im Eiinneren erreichen sollte, damit die bereits penetrierten 
Mikroorganismen abgetötet werden. Mit zweimaligem Eintauchen in eine 6 %ige Hydrogen-
peroxid-Lösungen konnte der Nachweis von Salmonellen in der Eimembran bei behandelten 
Eiern um 55 % gegenüber der unbehandelten Gruppe verringert werden. In bereits infizierten 
Eimembranen wurde eine Reduktion der Testkeime (Salmonellen) von 95 % erreicht. 
Bei vergleichenden Studien über die Wirksamkeit von verschiedenen Desinfektionstechniken 
bei Bruteiern kamen BAILEY et al. (1996) zu dem Schluss, dass die Anwendung von 
Wasserstoffperoxid den größten Effekt erzielte. Zwar konnten im Vergleich zur 
unbehandelten Luft im Brutschrank sowohl bei der Ozonbehandlung, als auch bei der UV-
Bestrahlung zufriedenstellende Reduktionen der Gesamtbakterienzahl, der Entero-
bacteriaceae einschließlich der Salmonellen ermittelt werden, doch war der Gehalt von 
nachgewiesenen Salmonellen auf der Eischale sieben Tage nach dem Schlupf nur bei der 
Wasserstoffperoxidbehandlung (45,0 %) signifikant von den unbehandelten Eischalen 
(99,9 %) verschieden. 
 
KOIDIS et al. (2000) untersuchten die abtötende Wirkung von Ozon auf Mikroorganismen an 
der Oberfläche von Eischalen, insbesondere in Bezug auf S. Enteritidis. In Abhängigkeit von 
der Temperatur des Ozonwassers konnten unterschiedliche Ergebnisse erzielt werden. 
Während bei einer Temperatur des Kontrollwassers von 22°C lediglich eine Reduktion um 
den Faktor 10 bei einer Behandlungsdauer von 90 sec erreicht wurde, reduzierte sich die 
Anzahl der Salmonellen bei gleicher Dauer, aber einer Temperatur von nur 4°C des 
Ozonwassers um den Faktor 102. Dies bedeutete eine prozentuale Verringerung der 
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Sallmonellenzahlen von 95,1 % beziehungsweise 99,7 %. RESTAINO et al. (1995) konnten 
ebenso die Wirksamkeit von Ozon gegenüber verschiedenen Bakterien bestätigen. Sowohl 
bei gram-positiven (u.a. Staphylococcus aureus) als auch gram-negativen Bakterien (u.a. S. 
Typhimurium) konnten mit und ohne löslichen Stärkezusatz im Wasser Reduktionen um den 
Faktor 105 beobachtet werden. Ein Zusatz von bovinem Serumalbumin erhöhte den 
Verbrauch von Ozon beträchtlich und erforderte damit eine stärkere Dosis. Die Ozon-
konzentration lag zwischen 0,15-0,2 mg Ozon / l Wasser bei einer Dauer von 5 min. DAVIES 
und BRESLIN (2003) beschrieben die Ozondesinfektion als eine wirksame Methode zur 
Bruteidesinfektion, doch stellten sie in ihrer Studie bei der Anwendung des Gases eine zu 
hohe Geruchsbelastung fest.  
RODRIGUEZ-ROMO et al. (2004) beschrieben in ihrer Arbeit eine erfolgreiche Desinfektion 
von Eischalen mit Ozon und mit UV-Strahlung. Bei mit Salmonellen und E. coli künstlich 
kontaminierten Eiern konnten durch eine Ozonbehandlung mittels 12-14 %igen 
Ozon / Sauerstoffgemisch (bei einer Flussrate von 1,45 l / min und 1,1 bar) für 10 min bzw. 
einer UV-Bestrahlung von 1500-2500 µW / cm2 für 5 min Reduktionen der Keimzahlen von 
106 bzw. 104 nachgewiesen werden. Wurden diese beiden Maßnahmen kombiniert, konnte 
durch den synergistischen Effekt eine Reduktion um den Faktor 106 und mehr bei einer 
Gesamtbehandlungsdauer von nur 2 min erreicht werden. 
 
Im Zusammenhang mit der Desinfektion von Bruteiern steht auch die Reduktion von Staub 
im Brutschrank während des Bebrütens. Staub, als häufiger Überträger von Salmonellen und 
anderen Keimen, konnte mit Hilfe von elektrostatisch geladener Luft in geschlossenen 
Räumen signifikant reduziert werden (MITCHELL et al. 2002). Diese Autoren stellten bei 
einer Reduktion des Staubgehalts um durchschnittlich 93,6 % in den Brutschränken eine 
gleichzeitige Verringerung des Gesamtkeimgehalts und der Salmonellenanzahl um 85-93 % 
fest. 
 
Trotz der unterschiedlichen Desinfektionsmöglichkeiten, die in diesem Kapitel vorgestellt 
werden, bleibt der Bedarf bestehen, eine sichere und leicht praktikable Desinfektionstechnik 
zu etablieren. Einige der hier vorgestellten Verfahren erscheinen zwar als wirksam, doch ist 
damit ein hoher Verbrauch an Chemikalien und die damit einhergehende Entsorgung dieser 
Stoffe (z.B. Chlordioxid oder Cetylpyridiniumchlorid) verbunden. Ebenso verursachen 
manche dieser Stoffe wie z. B. Cetylpyridiniumchlorid oder Natriumtriphosphat Schäden an 
den Eiern, die sich für die nachfolgende Bebrütung nachteilig auswirken. Dennoch ist die 
Ablösung des üblichen Verfahrens mit Formaldehyd nötig, um den Mitarbeitern in den 
betroffenen Betrieben in Zukunft sichere Arbeitsbedingungen zu gewährleisten. Wichtig 
dabei ist, dass diese Methode dazu beiträgt, an die vergangenen Erfolge in Bezug auf die 
Verringerung von Salmonellenerkrankungen anzuknüpfen und zudem umweltschonend 
(Herstellung, Verarbeitung und Entsorgung) anzuwenden ist.    
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2.5   Zusammensetzung des Hühnereis 
 
Im biologischen Sinne ist ein unbefruchtetes Hühnerei eine vollständige weibliche 
Fortpflanzungszelle. Einerseits verkörpert das Ei das Reproduktionsmedium für Vögel und 
andererseits aber auch ein menschliches Nahrungsmittel. Konsumeier, die als Nahrungs-
mittel dienen, sind nicht befruchtet. Bruteier dagegen sind in der VO (EWG) Nr.1907/90 des 
Rates über bestimmte Vermarktungsnormen für Eier definiert als befruchtete Hühnereier, die 
für die Erzeugung von Küken genutzt werden.  
 
Das Hühnerei enthält viele wichtige Nahrungsbausteine, die für die Entwicklung des 
Embryos notwendig sind, und in den nächsten Abschnitten erläutert werden. 
 
2.5.1  Eidotter 
 
Das Eidotter als Nahrungsquelle für den Embryo enthält zahlreiche Nahrungsbausteine. Es 
stellt eine vom Eiklar umschlossene Kugel dar, deren Konsistenz eine Öl-in-Wasser-
Emulsion ist. Die Eidotterkugel ist außerdem von einer proteinreichen Vittelinmembran, die 
vermutlich der Keimabwehr dient, umgeben (siehe Abb. 2.2). Diese sehr dünne elastische 
Schicht besteht aus mehreren Lagen dicht gelagerter Fasern. Der Gewichtsanteil des 
Eidotters am Gesamtei beläuft sich laut Angaben von BURLEY und VADHERA (1989) auf  
24,8 - 35,5 %. 
Der Trockenmassegehalt des Eidotters liegt bei 50 %, der wiederum zu einem Drittel aus 
Proteinen und zu zwei Dritteln aus Lipiden besteht. Nach einer Lagerungszeit von mehreren 
Wochen nimmt die Trockenmasse jedoch um 2 – 4 % ab, da Wasser aus dem Eiklar in das 
Eidotter einwandert. Makroskopisch sind zwei unterschiedliche Eidotter erkennbar: das 
gelblich aussehende Nahrungsdotter und das weißliche Bildungsdotter. Mikroskopisch sind 
verschiedene Strukturen im Eidotter zu erkennen. Zum einem sind das die Dottertröpfchen, 
in einer Größe von 20- 40 µm, die hauptsächlich aus Lipiden bestehen und zum anderen die 
wesentlich kleineren Granula mit einem Durchmesser von 1,1-1,3 µm. Letztere weisen eine 
Substruktur auf und bestehen neben Lipiden und Mineralstoffen hauptsächlich aus 
Proteinen. In einem frischen Eidotter liegt der pH-Wert bei 6,0 und bleibt auch bei längerer 
Lagerung relativ konstant. 
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Abb. 2.2: Grundbau eines Hühnereies, Anon. (2006A) 
 
 
 
 
 
2.5.1.1   Proteine 
 
In den Granula des Eidotters liegen die Proteine hauptsächlich als Lipoproteine hoher Dichte 
vor. Darüber hinaus ist Phosvitin, ein Glycoprotein und ein sehr geringer Anteil Lipoprotein 
geringer Dichte in den Granula vorhanden.  
Das Lipovittelin besitzt eine α- und β-Fraktion, die sich in ihrer Aminosäuresequenz, in der 
Menge an proteingebundener Phosphorsäure und in ihrem Gehalt an Kohlenhydraten 
unterscheiden. Während die  α-Fraktion einen Anteil an Phosphor von 0,39 % hat, ist dieser 
in der β- Fraktion nur 0,19 %. Für das Verhältnis von α- zu β- Fraktion gibt es aufgrund 
genetischer Differenzen zwischen den untersuchten Stämmen stark differierende Angaben. 
BURLEY und COOK (1961) fanden ein Verhältnis von  α / β = 0,56 und EVANS et al. (1974) 
nur 0,30. Der Lipidanteil des Proteins beläuft sich beim Lipovitellin auf 22 % der 
Trockenmasse, der sich aus 35 % Triglyceriden, 60 % Phospholipiden und 5 % Cholesterol 
zusammensetzt. Das Protein bildet mit dem Phosvitin einen Komplex in den Granula. 
 
Das Phosvitin als zweitstärkste Fraktion in den Granula hat einen sehr hohen Anteil an 
seringebundener Phosphorsäure. Dies ist auch der Grund, weshalb sich dieses Protein in 
Lösung wie ein Polyanion verhält. Auch die chemischen Eigenschaften werden davon 
weitgehend bestimmt. Proteolytische Enzyme oder Phosphatasen im Allgemeinen können 
Phosvitin nicht angreifen. Es wird angenommen, dass dies ein Phosphatreservoir für den 
Embryo darstellt.  
Vitellinmembran 
 
 
 
                                                                        
 
             Literaturübersicht
11
Bei dem Lipoprotein Phosvitin sind ebenfalls zwei Fraktionen entdeckt worden. Die 
wichtigste Eigenschaft des Phosvitin ist seine metallbindende Fähigkeit mit besonderer 
Affinität zu Eisen (91 % des Eisen im Eidotter sind im Phosvitin gebunden). Der 
Kohlenhydratanteil liegt bei etwa 6,5 %, der aus Mannose, Galactose, N-Acetylglucosamin 
und Acetylneuraminsäure besteht und am Asparaginrest 169 der Peptidkette gebunden ist. 
Abgesehen von Lipoproteinen mit geringer Dichte, die einen Gewichtsanteil von ca. 12 % 
ausmachen und durch Zentrifugation gewonnen werden können (VADEHRA und BURLEY 
1989), enthalten die Granula des Eidotters Eisen und Kalzium.  
 
Im Dotterplasma, das sich durch Zentrifugation des gesamten Dotters von den Granula bzw. 
Dottertröpfchen abtrennt, findet sich eine Proteinfraktion, die sich aus dem Lipoprotein 
Livetin und Lipovittellenin zusammensetzt. Aus Lipovittellenin, das mengenmäßig am 
meisten vertreten ist (bis zu 60 % des totalen Dottertrockengewichts), kann man durch 
fraktionierte Zentrifugation mehrere Komponenten verschiedener Dichte erhalten. Der 
Lipidanteil ist mit 84-90 % sehr hoch und setzt sich aus 74 % Triglyceriden und 26 % 
Phospholipiden zusammen.   
Das Livetin, ein wasserlösliches, globuläres Protein, ist elektrophoretisch in eine α-, β- und γ-  
Fraktion auftrennbar. Zusätzlich gibt es noch eine Reihe gering vorkommender Inhaltsstoffe 
im Dotterplasma, die eine vitaminbindende Funktion haben (für Riboflavin, Retinol, Biotin, 
Thiamin und Vitamin B12). Weiterhin sind als gering vorkommende Inhaltsstoffe das 
Eidottertransferrin und die Pyruvatkinase zu nennen. 
 
2.5.1.2            Lipide 
 
Im Eidotter ist der größte Anteil an Lipiden zu finden. Dort dienen sie als kalorienreiche 
Nahrung für den Embryo.  
Es existieren drei große Gruppen von Lipiden, die Triglyceride, Phospholipide und Sterine. 
Die letzte Gruppe enthält als Hauptkomponente Cholesterol mit 96 %. Weitere Bestandteile 
der Sterinfraktion sind Cholestanol, 7-Cholestenol, Campesterin, β-Sitosterol, 24-Methylen-
cholesterol und Lanosterin. Die Phospholipidfraktion setzt sich u.a. aus Phosphatidyl-
cholinen, Sphingomyelinen und Phosphatidylethanolaminen zusammen. BURLEY und 
VADEHRA (1989) geben aus Untersuchungen von verschiedenen Autoren Werte für die 
Lipidfraktion an. Einen Überblick über die prozentuale Verteilung der Fraktionen gibt 
Tabelle 2.2.  
Triglyceride setzen sich aus Glycerin und Fettsäuren (FS) zusammen. Die Zusammen-
setzung der FS hängt stark von der Fütterung ab. Während manche FS aus dem Futter sehr 
gut in das Eidotter eingefügt werden, wie zum Beispiel die Linolsäure aus dem Sojaöl, so 
wird die Hauptfettsäure aus dem Kokosöl (Palmitinsäure) nur geringfügig eingebaut. Nach 
Untersuchungen von CHERIAN und SIM (1997)  erhöhen sich mehrfach ungesättigte FS, 
wie beispielsweise Linolsäure, Arachidonsäure oder Linolensäure, im Eidotter nach einer 
Fütterung mit bestimmten Ölzusätzen wie Sonnenblumenöl oder Leinöl. 
Gleichwohl sind einige grundsätzliche Aussagen über die Verteilung der FS möglich. 
Insgesamt dominieren FS mit einer Kettenlänge von C16 oder C18 in der Lipidfraktion. Auch 
die Positionen am Glycerol spielen eine wichtige Rolle. Während die erste Position häufig mit 
der gesättigten FS der Kettenlänge C16 besetzt ist, sind die zwei anderen Positionen 
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zumeist mit einer ungesättigten C18-FS belegt. Außerdem sind die FS mit einer Kettenlänge 
über 18 C-Atomen meist in der Phospholipidfraktion zu finden. 
 
 
 
 
Lipidfraktion Anteil in % am Gesamtlipid 
 1 2 3 4 
Cholesterin, 
Cholesterinester und 
andere Sterine 
6 3,9 6 Keine 
Angabe 
Triglyceride 66 72,5 71 64,8 
Phospholipide 28 24,4 23 31,6 
 
 
2.5.1.3  Kohlenhydrate 
 
Die Kohlenhydrate stellen mit knapp einem Prozent bezogen auf die Trockenmasse einen 
relativ geringen Anteil am Eidotter dar. Davon sind ca. 0,2 % an Proteine gebunden (siehe 
Kapitel 2.5.1.2), größtenteils sind die Kohlenhydrate als freie Monosacharide vorhanden. 
Dies sind neben Glukose auch Mannose, Galactose, Arabinose, Xylose, Ribose oder 
Desoxyribose. 
 
2.5.1.4  Vitamine 
 
Die fettlöslichen Vitamine eines Eies sind weitgehend im Eidotter zu finden.  
Eine Übersicht über den Gehalt der fettlöslichen Vitamine im Eidotter bzw. Gesamtei gibt 
Tabelle 2.3. 
 
 
 
 
 µg / g Eidotter µg / g Vollei 
Vitamin D 0,056 0,03 
Vitamin E 65,0 23,0 
Vitamin K nicht enthalten 0,09 
Vitamin A 11,2 1,1 
 
 
Chemisch gesehen gehören die Retinoide zur Klasse der Diterpenoide, die aus vier Isopren-
Einheiten aufgebaut sind. Der wichtigste Vertreter ist das Retinol. Daneben gibt es Retinal, 
Retinsäure und Retinylester. Die Wirkung des Vitamin A ist weitgehend geklärt, es hat u.a. 
einen steroidhormonähnlichen Effekt auf die Zelldifferenzierung, so dass es für die 
ungestörte Embryonalentwicklung einen entscheidenden Faktor darstellt. 
Tab.2.3: Gehalt der fettlöslichen Vitamine im Eidotter bzw. Vollei in µg / g essbarer Anteil    
(BURLEY und VADEHRA 1989) 
Anteile der Lipidfraktionen im Eidotter, nach (1) BELITZ et al. (1999) ; (2)   
SCHNEIDER und TATTRIE (1968); (3) GORNAL UND KUKSIS (1971); (4) 
CHRISTIE und MOORE (1972); 
Tab. 2.2: 
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Weiterhin sind das Retinol, seine Ester und die Karotinoide, insbesondere bei höheren 
Temperaturen, instabil gegen oxidative Einflüsse. 
 
Vitamin E ist ein Gruppenname für verschiedene in der Natur vorkommende Tocopherole 
und Tocotrienole. Gemein ist diesen Strukturen ein Chromanring, an den unterschiedliche 
Substituenten und eine lange Seitenkette gebunden sind. Tocotrienole unterscheiden sich 
von den Tocopherolen in ihrer Seitenkette, wobei die der Tocotrienole ungesättigt ist. Der 
biologische Nutzen des Vitamin E liegt in seiner antioxidativen Wirkung. Indem es selbst von 
unerwünschten, freien Radikalen oxidiert wird, schützt es Lipide, Lipoproteine und 
oxidierbare Anteile von Enzymen in organischen Materialien u.a. im Eidotter vor Oxidation. 
 
Die biologische Aufgabe des Vitamin D (Cholecalciferol) liegt in der Regulierung des 
Kalziumstoffwechsels und ist demnach für den Knochenbau sehr wichtig. Vitamin K dagegen 
wirkt in seiner aktiven Form als Coenzym bei der Blutgerinnung.  
Da jedoch beide Vitamine nur in sehr geringen Mengen im Ei vorkommen (siehe Tab.2.3), 
kann davon ausgegangen werden, dass diese Vitamine von untergeordneter Bedeutung für 
die Entwicklung des Embryos sind. 
 
2.5.2  Eiklar 
 
Das Eiklar, eine durchsichtige gelantinöse Masse, umgibt mit seinen vier verschiedenen 
Schichten die Dotterkugel. Von außen nach innen sind dies die äußere dünne und die 
äußere dicke Schicht, danach folgen die innere dünne und die innere dicke Schicht. Die 
einzelnen Schichten unterscheiden sich hauptsächlich durch ihren Gehalt an Ovomucin. Die 
äußere und innere dicke Schicht weisen etwa den vierfachen Gehalt an Ovomucin auf, so 
dass diese Schichten zähflüssiger erscheinen. SKALA und SVANSON (1962) berichten 
zudem, dass eine geringe jedoch signifikante Abnahme des Ovalbumins (von 66 % auf 59 % 
des Gesamtproteingehalts) und eine geringe Zunahme des Ovotranferrins (von 21 % auf 
26 % des Gesamtproteingehalts) im äußeren dünnen Eiklar gegenüber dem inneren dünnen 
Eiklar zu finden sind. Der pH-Wert eines frischen Eies liegt im Eiklar bei 7,6-7,9, steigt jedoch 
im Gegensatz zum Eidotter bei einer längeren Lagerungszeit bis auf 9,4 an, da CO2 über die 
Poren ins Eiklar diffundiert (BURLEY und VADEHRA 1989).   
Makroskopisch sind je eine Hagelschnur (Chalazea) an beiden Polen sichtbar. Die in ihrer 
Zusammensetzung dem dicken Eiklar ähnelnden Hagelschnüre halten die Dotterkugel in 
ihrer zentralen Position und verbinden sich an ihren äußeren Enden mit dem dicken Eiklar.  
 
2.5.2.1      Proteine 
 
Die Trockenmasse des Eiklar von 12 % besteht hauptsächlich aus Proteinen. Ein Überblick 
über die wichtigsten Vertreter dieser Fraktion (Proteine, die über 1 % im Eiklar enthalten 
sind) ist Tabelle 2.4 zu entnehmen. 
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Protein  Molekulargewicht 
x 103 D 
prozentualer Anteil am 
Gesamtprotein 
Ovalbumin 45 54 
Ovotransferrin (Conalbumin) 77 12 
Ovomucoid 28 11 
Lysozym (G1-Globulin) 14 3,4 
Ovomucin 110 1,5 
Ovoinhibitor 49 1,5 
Ovoglycoprotein 24 1,0 
G2-Globulin bis 4,0 
G3-Globulin ca. 45 bis 4,0 
 
 
Die Funktionen der einzelnen Fraktionen sind weit gefächert. Während Lysozym eine 
hydrolysierende Wirkung auf Gerüstsubstanzen von Bakterienwänden hat, binden das 
Ovalbumin und das Ovotransferrin Metallionen; Ovoinhibitor und Ovomucoid hemmen 
Proteasen (MAYER 2000). 
Auf diese Weise wird deutlich, dass das Eiklar für die Keimabwehr während der 
Embryonalentwicklung im Eiinneren essentiell ist. Daneben stellt das Eiklar wichtige 
Nährstoffe sowie Wasser für den Embryo, vor allem in der späten Phase der Entwicklung, 
zur Verfügung . 
 
Das Ovalbumin, als die größte Fraktion beim Huhn stellt ein Glycophosphoprotein mit einem 
Kohlehydratanteil von durchschnittlich 3,2 % dar. Die Peptidkette des Ovalbumins enthält 
385 Aminosäurereste mit vier Thiol- und einer Disulfidgruppe und hat ein Molekulargewicht 
von 45 kDa. Der Kohlenhydratanteil, der am Asparaginrest 292 hängt, kann sehr 
unterschiedlich sein. Es existieren fünf verschiedene Glycopeptide, die wiederum innerhalb 
ihrer Klasse Variationen aufweisen. Zusätzlich sind an zwei Serinresten (Ser 68 und Ser 344; 
NISBET et al. 1981) Phosphorsäuren gebunden. Neben der Neigung, Metallionen wie 
Mangan, Zink oder Kupfer zu binden, wird dem Ovalbumin von BURLEY und VADEHRA 
(1989) eine hydrolytische Fähigkeit zugesprochen. Diese Vermutung beruht auf dessen 
Aminosäuresequenz, die eine große Ähnlichkeit mit der von Proteaseinhibitoren zeigt. Die 
1962 von SMITH und BACK entdeckte zweite Form des Ovalbumins, das S-Ovalbumin 
entsteht bei längerer Lagerung des Eies und dem damit einhergehenden pH-Wert-Anstieg. 
Diese Form ist hitzestabiler als das "normale" N-Ovalbumin  (Koagulationstemperatur bei 
92,5°C statt 84,5°C) und ist bei der Denaturierung mit Harnstoff resistenter. Unterschiede bei 
den physikochemischen Eigenschaften wie Molekulargewicht, Löslichkeit, Schwefel- und 
Disulfidgruppen sind jedoch nicht bekannt. 
 
Als das zweitwichtigste Protein im Eiklar des Huhnes ist das Ovotransferrin (auch 
Conalbumin) mit 684 Aminosäureresten zu nennen (77 kDa). Das Hauptcharakteristikum 
dieses Proteins ist die Fähigkeit, Metallionen, vor allem Eisen, zu binden. Es ähnelt in seiner 
Prozentuale Anteile der verschiedenen Proteine am Gesamtprotein; nach 
BURLEY und VADHERA (1989)   
Tab. 2.4: 
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Struktur dem Transferrin des Blutes und dem Vermögen, Ionen wie Eisen, Kupfer und Zink 
bzw. unphysiologisch vorkommende Ionen wie Aluminium oder Cadmium zu binden. Es 
existieren an jedem Molekül zwei Bindungsstellen, welche sich je am N-terminalen bzw. C-
terminalen Ende befinden. Bei der Bindung der Metalle sind vor allem Tyrosin- und 
Histidinreste beteiligt. Auch wenn die Hauptfunktion des Transferrins im Blut den Transport 
von Eisen ist, kann es, solange kein Eisen gebunden ist, als Auffangprotein für schädliche 
Ionen wie Blei fungieren. Gekoppelt mit der Bindung der Metallionen ist die Bindung eines 
Anions, meist Carbonat oder Bicarbonat, das möglicherweise zwischen dem Metall und dem 
Aminosäurerest liegt. Das Ovotransferrin enthält einen Kohlenhydratanteil, der am Asparagin 
473 gebunden ist und im Hühnerei relativ einheitlich aus Mannose- und N-
Acetylglucosaminresten besteht. 
 
Ovomucoid, ein Glycoprotein mit 186 Aminosäurerresten und einem Kohlenhydratanteil von 
20 %, ist in der Proteinfraktion im Eiklar mit 12 % vertreten und zeichnet sich vor allem durch 
seine Fähigkeit aus, Proteasen zu hemmen. In diesem Molekül gibt es drei Domänen, die 
unabhängig voneinander enzymatisch wirken können. Das Molekulargewicht von 28 kDa 
ergibt sich aus der Peptidkette und dem hohen Anteil an Kohlenhydratresten, welche an fünf 
Stellen in der Peptidkette über Asparaginreste gebunden sind. Eine Beeinflussung der 
Enzymaktivität durch die Kohlenhydratreste ist nicht bekannt. Neun Disulfidbrücken 
stabilisieren das Molekül, so dass es eine große Beständigkeit gegenüber Hitze aufweist. 
 
Lysozym, ein in der Tier- und Pflanzenwelt sehr verbreitetes Enzym, gehört zu den N-
Acetylmuramidasen. Als N-Acetylmuramidglycanohydrolase katalysiert es die Hydrolyse 
einer β-1,4-Bindung zwischen N-Acetyl-muraminsäure und N-Acetylglucosaminen. 
Grampositive Bakterien weisen ein Mureingerüst auf, so dass dieses Enzym dort besonders 
effektiv ist. Zudem fanden HINCKE et al. (2000) dieses Protein sowohl in der Eischalen-
matrix als auch in der Eimembran, wo es nicht nur der Keimabwehr dient, sondern auch für 
die Morphologie der Kristallstruktur verantwortlich ist. Die Peptidkette des Lysozyms enthält 
129 Aminosäurereste, davon 6 Tryptophanreste. Vier Disulfidbindungen tragen zur 
Sekundärstruktur bei und das Molekulargewicht beträgt 14 kDa. Durch die Komplexbildung 
mit anderen Eiklarproteinen, vor allem mit Ovomucin, wird die Viskosität des Eiklars erhöht. 
 
Ovoinhibitor, ein Proteinasehemmer mit einem Molekulargewicht von 49 kDa, der sowohl 
Trypsin und Chymotrypsin, als auch mikrobielle Enzyme, Elastase und alkalische Proteasen 
hemmt, enthält 429 Aminosäurereste. Der Kohlenhydratanteil kann von 5 bis 10,5 % 
variieren. Das von MATSUMA 1958 isolierte Protein besitzt sieben Domänen, die für die 
Enzymaktivität verantwortlich sind. 
 
Ovomucin ist im Eiklar relativ gering vertreten, hat aber für dessen Konsistenz eine große 
Bedeutung. Speziell im dicken Eiklar, wo es wie bereits erwähnt den vierfachen Gehalt 
gegenüber der dünnen Fraktion aufweist, ist es für die Gelstruktur verantwortlich. Während 
im dünnen Eiklar nur eine lösliche Form des Ovomucins vorkommt, enthält das dicke Eiklar 
bis zu 70 % einer unlöslichen Form. Sowohl in der unlöslichen als auch in der löslichen Form 
ist eine α- und β-Fraktion enthalten, jedoch mit unterschiedlichen Gewichtsanteilen. Das 
dicke Eiklar enthält in seinem unlöslichen Anteil 33 % der β-Fraktion und 67 % der α-
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Fraktion. Die lösliche Form des Ovomucins hingegen enthält sowohl im dicken als auch im 
dünnen Eiklar einen weitaus geringeren Anteil der β-Fraktion mit 10 bzw. 15 % bezogen auf 
deren lösliche Fraktionen. Diese Werte sind ein Mittel aus verschiedenen Untersuchungen 
(BURLEY und VADEHRA 1989). Die α- und β-Fraktionen weisen einerseits unterschiedliche 
Aminosäuresequenzen auf und differieren andererseits in ihren Kohlenhydratanteilen, wobei 
die β-Kette weit mehr Kohlenhydratreste enthält. Aufgrund der Vielschichtigkeit dieses 
Moleküls ist die Bestimmung sehr schwierig. Dies zeigt sich an den sehr unterschiedlichen 
Ergebnissen. Es werden Werte für den Gehalt von Ovomucin im Gesamtprotein von 1 bis 
7 % genannt, auch das Molekulargewicht von α-Ovomucin variiert nach verschiedenen 
Autoren zwischen 18 und 21 kDa. Für das β-Ovomucin werden Werte von 40 und 72 kDa 
angegeben (BURLEY und VADEHRA 1989).  
 
Das von KETTERER 1965 entdeckte Ovoglycoprotein ähnelt in seiner Größe dem 
Ovomucoid im Eiklar, besitzt ein Molekulargewicht von 24 kDa und hat einen 
Kohlenhydratanteil von 30 %. Diesem Protein fehlt allerdings jegliche Aktivität, Enzyme zu 
hemmen. Die Funktion dieses Proteins ist damit noch weitgehend ungeklärt. 
 
2.5.2.2  Lipide 
 
Die Lipidfraktion im Eiklar ist mit 0,03 % der Trockenmasse vernachlässigbar klein.  
 
2.5.2.3  Kohlenhydrate 
 
Neben anorganischen Ionen sind freie Kohlenhydrate die größte Nichtproteinfraktion des 
Eiklars. Mit 0,5 % Anteil (OSUGA und FEENEY 1977) beziehungsweise 0,9 % (VADEHRA 
und NATH 1973) am Gesamteiklar ist diese Fraktion allerdings sehr gering.  Ebenso wie im 
Eidotter sind dies freie Monosacharide wie Glukose, Mannose, Galactose, Arabinose, 
Xylose, Ribose und Desoxyribose. Auch hier ist die Glucose mit 98 % bezogen auf die freien 
Kohlenhydrate am stärksten vertreten. Neben den freien Monosachariden gibt es auch 
Oligosacharide, die an Proteine des Eiklars gebunden sind (siehe Kapitel 2.5.2.1). 
 
2.5.3.  Eischale  
 
Die Eischale, eine hoch spezialisierte zerbrechliche Struktur, besteht zu über 90 % aus 
anorganischem Material. Neben der Matrix (eigentliche Eischale), die den Hauptanteil der 
Eischale bildet, gibt es die Kutikula an der Oberfläche der Schale und die innen anliegende 
Schicht, die aus einer inneren und äußeren Membran besteht (PANHELEUX 1999).  
 
2.5.3.1  Kutikula 
 
Die Kutikula als eine sehr dünne Schicht der Eischale liegt der eigentlichen Schale direkt auf. 
Sie ist jedoch keine gleichmäßig verteilte Schicht auf dem Ei, sondern kann, bedingt durch 
unterschiedlichen Druck während der Ovogenese im Eileiter, stellenweise fehlen oder eine 
ungleichmäßige Struktur aufweisen. Die durchschnittliche Dicke der Kutikula liegt nach 
Angaben von SIMONS (1971) bei 0,5 -12,8 µm, nach ROMANOFF und ROMANOFF bei 0,5-
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10 µm und nach EL BOUSY (1968) bis zu 30 µm. Die Lebensdauer dieser dünnen Schicht 
ist nur sehr kurz und wird bei MINE et al. (2003) als 96 h post ovopositionem angegeben. Die 
Kutikula verändert sich während dieser kurzen Zeit. Nach der Eiablage ist sie feucht und reift 
dann innerhalb von etwa 2-3 min zu einer trockenen harten Proteinschicht. Insgesamt 
besteht die Kutikula zu 85-87,5 % aus Protein, zu 3,5-4,4 % aus Kohlenhydraten und zu 2,5-
3,5 % aus Lipiden, sowie 3,5 % Asche (WEDRAL 1974). VADEHRA (1989) gibt sogar einen 
Proteingehalt von mehr als 90 % an. Ein hoher Anteil an Glycin charakterisiert die Proteine 
der Kutikula. Bei den Kohlenhydraten handelt es sich um Polysacharide mit einem hohen 
Gehalt an Galactose, Glukose, Mannose und Fruktose, sowie Sialinsäure und 
Glucosaminen. 
Die Funktionen der Kutikula sind noch nicht vollständig geklärt. Dies rührt daher, dass nicht 
alle Vogeleier eine solche aufweisen. Selbst bei Vogeleiern gleicher Rasse haben manche 
Eier keine oder nur eine unvollständige Kutikula. Dennoch wird allgemein angenommen, 
dass diese Schicht eine wasserabweisende Wirkung hat. Auch gegen Wasserverlust aus 
dem Eiinneren bei trockenen Verhältnissen kann die Kutikula schützen, indem sie die Poren 
der Eischale abdichtet. Außerdem wird darüber diskutiert, ob der Kutikula eine anti-
mikrobielle Wirkung zuzusprechen ist.  
 
2.5.3.2  Eischalenstruktur 
 
Der Hauptanteil der Eischale wird von einer komplexen kristallinen Struktur gebildet, die für 
die Stärke der Eischale verantwortlich ist. Allein die Dicke der Eischale ist jedoch nicht für 
dessen Stärke verantwortlich, auch die Dichte und vor allem die Anordnung der 
Kristallstruktur sind von Bedeutung (RODRIGUEZ-NAVARRO et al. 2002). 
Die Dicke der gesamten Eischale hängt von zahlreichen Faktoren ab, u. a. vom Alter des 
Huhnes und dessen Gesundheitszustand (BAR et al. 1999). Verringerte Eischalendicke kann 
das Einwandern von Bakterien ins Eiinnere fördern (RUIZ und LUNAM 2000).  
Die Kristalle weisen eine Größe von 20-30 µm auf. Diese eigentliche Eischale lässt sich 
mikroskopisch in eine senkrecht zur Oberfläche stehende Palisaden- und Mammillarschicht 
unterteilen, welche die Kristallschicht repräsentieren. Die parallel angeordneten Palisaden 
sind aus den größeren Kristallen zusammengesetzt, während die Mammillarschicht aus 
kleineren Kristallen besteht, die die runden Enden an der Schaleninnenfläche formen. An 
diesen Enden gibt es Ansatzpunkte für die äußere Eimembran (PANHELEUX 1999). Dies ist 
auch die Region, in der bei der Oogenese die Kalzifikation beginnt. Zudem gibt es 
Hohlräume zwischen diesen Strukturen, welche die Poren bilden. Die Poren, die sich 
vollständig von außen nach innen durchziehen, ermöglichen den Gasaustausch zwischen 
dem Eiinneren und der Umgebung.  
Neben 2-3 % organischer Matrix besteht die Eischale hauptsächlich aus anorganischem 
Material (MINE et al. 2003). 
In der Kristallschicht ist neben Kalzium auch Magnesium zu finden, welches aber 
ungebunden vorliegt. Aus diesem Grund wurde von VADEHRA (1989) angenommen, dass 
dieses Mineral hauptsächlich eine Nahrungsquelle für den Embryo darstellt.  
Die in der Eischale ungleich verteilte organische Matrix ist ein Protein / Poly-
saccharidkomplex mit kalziumbindenden Eigenschaften. Die Matrix besteht aus in der Leber 
gebildeten Peptiden (ECKERT et al. 1986). Nach BAKER u. BALCH (1962) macht der 
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Proteinanteil 70 % aus, der Kohlenhydratanteil beläuft sich auf ca. 11 %. Dieselben Autoren 
konnten bei der Analyse der Kohlenhydrate einen großen Anteil an Hexosaminen und 
neutralen Zuckern wie Galactose detektieren. COOK und BALCH (1970) stellten eine 
Auswahl an neutralen (Xylose) und sauren Zuckern fest. KRAMPITZ und ENGELS (1975) 
trennten mittels Ionenaustausch-Chromatographie zwanzig Proteine und Proteoglycane aus 
dem löslichen Teil auf. Enzyme wie Carboanhydrase oder ein kalziumbindendes Peptid 
können in der Eischale enthalten sein (BURLEY und VADEHRA 1989). Fünf der Proteine 
konnten von PANELEUX (1999) identifiziert werden: Ovocleidin 17, Osteopontin, Ovalbumin, 
Lysozym und Ovotransferrin. 
 
2.5.3.3  Eischalenmembran 
 
Unter der Eischale liegt ein proteinreiches Häutchen, das aus einer inneren und einer 
äußeren Membran (Schalenhäute, siehe Abb. 2.3) besteht. Die Dicke der gesamten 
Membran gab SPARKS (1994) mit 70 µm an. BURLEY und VADEHRA (1989) hingegen 
betrachteten äußere und innere Membran getrennt, so dass sich Werte für die innere 
Membran von 20 µm und für die äußere Membran von 60 µm ergaben. Äußere und innere 
Membran hängen fast vollständig zusammen, nur am stumpfen Pol des Eies trennen sie sich 
und bilden die Luftkammer. Die Mikrostruktur der Membran wird von einem Netzwerk 
mehrerer Lagen verzweigter Fasern gebildet. VADEHRA (1989) beschrieb die Fasern als ein 
im Kern elastinähnliches Protein, das von einem Mucopolysaccharid umgeben ist und eine 
Dicke von 0,4-3,6 µm in der äußeren Membran und von maximal 2 µm in der inneren 
Membran erreicht.  
Chemisch setzt sich die äußere Eischalenmembran zu 93-96 % aus Proteinen sowie zu 3,5-
4,2 % aus Lipiden zusammen, die innere Membran ist etwas proteinärmer mit 88-92 % und 
einem Lipidgehalt von 1,9-2,7 % (VADEHRA und NATH 1973; BAKER und BALCH 1962; 
COOK und BALCH 1970). 
Die Membran funktioniert wie ein Filter gegen Mikroorganismen, so dass diese Struktur eine 
wichtige Aufgabe zum Schutz des Embryos innehat. Außerdem berichtete VADEHRA (1989) 
von einer bakteriziden Aktivität in der Eimembran. Er konnte dort Lysozym isolieren, das der 
mikrobiellen Abwehr dient.  
 
2.5.4  Entwicklung der Keimscheibe 
 
Die Eizelle durchläuft die erste Reifeteilung ca. 2 Stunden vor der Ovulation. Nach der 
Ovulation wird die Keimzelle von den Fimbrien des Infundibulums aufgenommen. Daran 
schließt sich im Oviduct die zweite Reifeteilung an, deren Beginn durch das Eindringen von 
Spermien herbeigeführt wird. 
Beim Vogelei findet eine discoidale Furchung statt. Dies bedeutet, dass sich der Keimling auf 
der Oberfläche der Keimzelle entwickelt, deren Lage durch einen kleinen weißen Fleck auf 
der Außenseite des Dotters zu erkennen ist. Auch bei einem unbefruchteten Ei ist der auf 
dem Eidotter liegende Kern als sehr kleiner weißer Fleck sichtbar. Bei den ersten Teilungen 
werden die Kerne lediglich durch Furchen getrennt, wobei die gesamten Zellen weiterhin 
miteinander verbunden bleiben. Bis zur Eiablage ist durch mehrere Teilungen (vertikal und 
horizontal) eine mehrschichtige Keimscheibe mit ca. 60 000 Zellen entstanden. Bei der 
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Eiablage ist das Furchungsstadium weitgehend abgeschlossen und befindet sich bereits in 
einem Stadium, das dem Gastrulationsstadium der Säuger sehr ähnlich ist (BOARD und 
FULLER 1994). 
Kurz nach der Eiablage stagniert die Embryonalentwicklung, die erst wieder bei einem 
plötzlichen Temperaturanstieg fortgesetzt wird. Das bedeutet, dass durchaus eine kurze 
Lagerung des befruchteten Eies vor der Bebrütung möglich ist. Lagerzeiten bis zwei Wochen 
bei geeigneten Umgebungsbedingungen (Temperatur 15°C, 90 % Luftfeuchte) sind in den 
Brütereien üblich. 
 
2.6  Ozon 
 
Ozon ist bekannt als eine lebenserhaltende Schicht in der Stratosphäre, dem äußeren Gürtel 
unserer Atmosphäre. In cirka 25 km Höhe bildet Ozon eine Schicht, die nahezu die gesamte 
ultraviolette Strahlung der Sonne im Wellenlängenbereich zwischen 230 und 295 nm 
absorbiert. 
Diese Schicht ist seit langem durch die ständige Emission von Fluorchlorkohlen-
wasserstoffen (FCKW), Chlorkohlenwasserstoffen (CKW) und Bromkohlenwasserstoffen 
(BKW), die in die höheren Schichten aufsteigen und dort mit dem Ozon reagieren, gefährdet. 
Bereits seit 1986 ist bekannt, dass an beiden Erdpolen großflächige Ozonlöcher unsere 
Atmosphäre bedrohen. SINHA und HÄDER (2002) berichten von einer Verringerung der 
Ozonkonzentration in der Antarktis von 70 % während der kalten Wintermonate. Die dadurch 
bedingte Zunahme der UV-B-Strahlung (Wellenlängenbereich zwischen 280 und 320 nm) an 
der Erdoberfläche führt bei ausreichender Exposition zu Schädigungen bei Menschen, 
Tieren und Pflanzen. 
Ozon ist aber auch ein krankmachender Giftstoff, der in unserer belebten Umwelt große 
Probleme verursachen kann. 
Die Entstehung von Ozon auf der Erdoberfläche aufgrund der Reaktion des Luftsauerstoffs 
mit verschiedenen Abgasen (u. a. stickstoffhaltige Oxide; NOx) sorgt für nachhaltige negative 
Auswirkungen auf die belebte Natur der Erde.   
Andererseits gewinnt Ozon auf der Suche nach neuen Desinfektionsmöglichkeiten, die nicht 
nur dem hygienischen Standard entsprechen und von denen keine Resistenzen bekannt 
sind, sondern auch noch ökonomisch sowie ökologisch vertretbar sind, seit den letzten 
Jahren immer mehr an Interesse.   
Die Vorteile der großen Reaktionsfreudigkeit des Ozons werden in Deutschland bereits 
erfolgreich bei der Trinkwasseraufarbeitung oder zur Desinfektion von Tafel- und 
Mineralwasserflaschen genutzt (siehe Kap. 2.6.5.2). Weiterhin kann Ozon im 
Produktionsgeschehen in lebensmittelverarbeitenden Betrieben (Reinigen von Arbeitsflächen 
oder Geräten, KLEINER 2001) verwendet werden. Ansonsten spielt Ozon noch eine eher 
unbedeutende Rolle in Bezug auf Desinfektion in der Lebensmittelverarbeitung in 
Deutschland.  
 
2.6.1  Eigenschaften von Ozon 
 
Ozon oder Trisauerstoff wurde als eine Modifikation des Sauerstoffs 1839 von CHRISTIAN 
SCHÖNBEIN entdeckt. Schon 1863 konnte SORET (1863) die Strukturformel O3 beweisen. 
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Das Molekül mit seinen drei Sauerstoffatomen ist um 116,8 Grad gewinkelt (Anon. 2001). 
(siehe Abb. 2.3)  
 
 
Abb. 2.3: Räumliche Darstellung von Ozon, Anon. 2001 
 
Der Name des Trisauerstoffs leitet sich aus dem griechischen ab: „ozein“ bedeutet riechen. 
Die geruchliche Wahrnehmung dieses farblosen bis blauen Gases ist, wie der Name 
vermuten lässt, schon bei ganz geringen Konzentrationen von 2 ppm möglich.  
Unterhalb des Schmelzpunktes bei –192,5°C bildet das Ozon blauschwarze Kristalle, die 
oberhalb dieses Wertes in eine tiefdunkelblaue Flüssigkeit übergehen; bei –111,9°C ist der 
Siedepunkt erreicht. Die Dichte des gasförmigen Ozons wird mit 0,00214 g / cm3 angegeben 
(Anon. 2004). Die Wasserlöslichkeit des Ozons ist mit 6,4 mol / l bei 20°C relativ gering 
(POSTLETHWAIT 1998). Ozon ist hochexplosiv, brennbare Substanzen wie Ether oder 
Alkohol können in Ozon bzw. Ozon-Sauerstoffgemischen sehr leicht entflammen. 
Der natürliche Gehalt an Ozon in der Atmosphäre liegt durchschnittlich bei 3 x 10 -6 %, wobei 
in cirka 25 km Höhe ein Maximalwert von 2 x 10-5 % erreicht wird. 
Die Reizschwelle dieses hochtoxischen Gases liegt für den Menschen bei 5-10 ppm, die 
maximale Arbeitsplatzkonzentration ist nach TRGS 900 (2000) bei 0,1 ppm erreicht. Es 
verursacht in geringen Konzentrationen (ab 1 x 10-6 % Ozon in der Atemluft)  Schleimhaut-
reizungen insbesondere der Augen und bei Einatmung der Atemwege, bei höheren 
Konzentrationen können Lungenödeme die Folge sein. Eine permanente Inhalation von 
geringen Ozonkonzen-trationen kann auf Dauer mutagene oder zytotoxische Wirkungen in 
der Lunge haben. Untersuchungen an Mäusen haben die krebserregende Wirkung bestätigt 
(BORNHOLDT et al. 2002). Aufgrund dieser Ergebnisse ist bei technischem Einsatz von 
Ozon auf die Einhaltung der MAK-Werte zu achten. 
Auch beim Trinkwasser ist für Ozon ein Grenzwert festgesetzt, nach Angaben von KLEINER 
(2001) liegt dieser Wert bei 0,05 g / l. 
 
2.6.2             Natürliche Entstehung und technische Herstellung von Ozon 
 
Für die Entstehung von Ozon muss prinzipiell ein einzelnes Sauerstoffatom mit einem 
Sauerstoffmolekül reagieren. 
In der Stratosphäre entsteht Ozon natürlicherweise aufgrund einer photochemischen 
Reaktion. Nach Spaltung von Sauerstoffmolekülen durch kurzwellige Strahlung des 
Sonnenlichtes (λ < 250 nm) zu atomaren Sauerstoff folgt eine Reaktion des einzelnen Atoms 
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mit einem weiteren Sauerstoffmolekül. Zudem entsteht Ozon in der Nähe von Quarzlampen 
(Kopiergeräte) und bei starken natürlichen elektrischen Entladungen (Blitze bei Gewitter).
   
Die technische Erzeugung von Ozon ist auf verschiedene Weise möglich. Die einfachste 
Variante erfolgt mittels eines UV-Ozon-Generators. Ein Luftstrom wird dem Licht einer UV-
Lampe ausgesetzt. Die UV-Strahlen haben eine Wellenlänge von etwa 185 nm und 
simulieren somit die Herstellungsweise von natürlichem Ozon in der Stratosphäre. Leider ist 
hierbei die Ausbeute an erzeugtem Ozon relativ gering, so dass die Herstellung im 
industriellen Maßstab nicht effizient genug ist.  
Die Gewinnung von Ozon in größeren Mengen (10-20 % Ozonausbeute) geschieht durch 
elektrische Entladungen in Sauerstoff in einem sogenannten Ozonisator. Das Prinzip besteht 
darin, dass zwischen zwei Elektroden, an denen eine Hochspannung angelegt ist, 
getrockneter Luftsauerstoff beziehungsweise reiner Sauerstoff mit ein bis zwei bar durch den 
Entladungsraum gepumpt wird. Ein isolierendes Dielektrikum aus Glas sorgt dafür, dass 
durch Influenz ein elektrisches Feld aufgebaut wird. Die Elektronen werden durch die 
Entladung angeregt und einige Sauerstoffmoleküle werden dadurch in zwei einzelne Atome 
gespalten. Auch hier verbinden sich diese Atome mit den vorhandenen O2 Molekülen zu 
Ozon. Unerlässlich ist dabei eine gute Kühlung des Generators, da die Hitzeentwicklung sehr 
hoch ist. Um einen Wirkungsgrad von etwa 10-20 % zu erreichen, muss das austretende 
Gasgemisch in einer Kühlfalle getrennt werden. Zudem sind Faktoren wie Dicke und 
Materialeigenschaften des Dielektrikums, die Größe des Entladungsraums oder der Druck 
mitbestimmend für die Ausbeute an Ozon. Abb. 2.4 zeigt das Schema eines 
Ozongenerators. 
 
 
 
 
Abb.2.4: Schema eines Ozongenerators (Anon., 2006B) 
 
 
Darüber hinaus ist es möglich, mittels radiochemischen Reaktionen mit flüssigem oder 
gasförmigem Sauerstoff Ozon sehr effizient herzustellen, was jedoch strahlenschutz-
technisch nicht zu realisieren ist. Eine weitere Variante, Ozon zu gewinnen, stellt die 
Elektrolyse von Wasser dar. KIM et al. (1999) beschrieben eine elektrochemische Methode, 
bei der Wasser in Wasserstoff und Sauerstoff gespalten wurde. Wasserstoff wurde separiert, 
damit die Sauerstoffmoleküle miteinander reagieren konnten. Die Hersteller gaben einen 
Wirkungsgrad von 10-18 % an. 
 
   Entladungsraum 
 
 
 
   Dielektrikum 
 
 
    Elektrode 
      Elektrode 
O2 
03 
                                                                        
 
             Literaturübersicht
22
Die Ozonkonzentration kann mittels physikalischer (UV-Spektroskopie oder 
Infrarotspektroskopie), physikochemischer und chemischer Methode bestimmt werden.  
Die UV-Spektroskopie stellt für das gasförmige Ozon die genaueste Messmethode dar. 
Chemisch wird die Menge an entstandenen Produkten nach Reaktion geeigneter Substrate 
wie Kaliumiodid (KI) oder Hydrogeniodid (HI) mit Ozon gemessen. Eine photometrische 
Methode mit dem Farbstoff Indigo, die von KIM et al. (1999) beschrieben wurde und bereits 
1988 vom Komitee für Standardmethoden zur Überprüfung von Wasser und Abwasser 
zugelassen wurde, gewährte zuverlässige Ergebnisse. Das Prinzip dieser Methode besteht 
darin, dass das Ozon an die Doppelbindung der schwefelhaltigen Farbe Indigo angreift und 
damit eine Entfärbung bewirkt.  
  
2.6.3  Allgemeine Wirkungsweise von Ozon 
  
In seiner Funktion als ein sehr starkes Oxidationsmittel ist das Ozon ständig bemüht, 
Elektronen aufzunehmen und von seinen drei Sauerstoffatomen ein Atom abzugeben. Das 
Oxidationspotential liegt mit -2,07 V entsprechend hoch. Im Vergleich dazu hat die 
hypochlorige Säure, ebenfalls ein sehr starkes Oxidationsmittel, ein Oxidationspotential von  
-1,49 V. Kommt Ozon zum Beispiel mit Sulfiden in Berührung, oxidieren diese zu Sulfaten, 
freier Kohlenstoff wird in Anwesenheit von Ozon zu Kohlendioxid. Metalle (außer Gold, 
Platin, und Iridium) werden gleich in die höchsten Oxide überführt. Mit Alkalimetallhydroxiden 
reagiert das Ozon sofort zu Ozoniden, das sind salzartige Verbindungen mit der allgemeinen 
Formel: XO3 mit X = K (Kalium), Rb (Rubidium), Cs (Caesium). Die spezielle Wirkungsweise 
einzelner organischerr Stoffklassen wird in Kap. 2.3.5. beschrieben. Der Reaktions-
mechanismus von Ozon hängt allerdings sehr stark vom pH-Wert und der Temperatur ab 
(TUIN und BOS 2004). In letztgenannter Studie wurden z.B. bei 20 °C und einem pH-Wert 
von 10 zufriedenstellende Ergebnisse bei einer Ozonbehandlung von Schmutzwasser erzielt. 
In Lösung und bei einer hohen relativen Luftfeuchte wird das Ozon vor allem im alkalischen 
Bereich schrittweise abgebaut. Neben dem Hydroxylradikal (OH•) entstehen 
Hydroperoxylradikal (•HO2) oder Superoxid ( •O2─). Insbesondere das kurzlebige 
Hydroxylradikal ist für die Wirksamkeit von Ozon bedeutend, indem es zu weiteren 
Kettenreaktionen führt (KIM et al. 1999). Ist Ozon jedoch vollständig abgebaut, was bei einer 
Halbwertszeit von nur wenigen Minuten rasch eintritt, bleibt reiner Luftsauerstoff übrig. 
Gerade dies ist im Bezug auf die Rückstandsproblematik vieler Desinfektionsmittel ein 
enormer Vorteil für die industrielle Nutzung von Ozon. Die große Anzahl an Reaktionen 
allerdings, die bei Kontakt mit Ozon sofort ablaufen, machen den Umgang mit Ozon relativ 
schwierig. Die große Reaktionsfreudigkeit dieses Stoffes, die in Bezug auf die 
Desinfektionsmöglichkeiten von Vorteil ist, kann sowohl dem zu desinfizierenden Material als 
auch der apparativen Ausstattung und nicht zuletzt den dort arbeitenden Menschen 
Probleme bereiten. 
 
2.6.4  Bildung von Ozon als Abwehrfunktion 
 
Das von neutrophilen Granulozyten gebildete Superoxid als Mittel zur Keimabwehr im Körper 
wird seit einiger Zeit in der Literatur diskutiert. WENTWORTH et al. (2003) vermuteten in 
diesem Zusammenhang zudem die Bildung von Ozon durch diese Zellen während des 
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Entzündungsgeschehens. Der genaue Entstehungsmechanismus hierfür ist noch nicht 
bekannt, wobei WENTWORTH et al. (2003) eine antikörperkatalysierte Oxidation von 
Wasser mit Singulett-Sauerstoff annehmen. KETTLE und WINTERBOURN (2004) setzten 
dagegen, dass die bislang geltenden Versuche nicht ausreichend sind, diese Entstehung von 
Ozon zu beweisen. So soll nach diesen Autoren bei der Indigocarmin-Entfärbungsmethode 
nicht allein Ozon, sondern auch andere Moleküle wie Superoxid den Farbstoff entfärben 
können. 
 
2.6.5  Technische Anwendung von Ozon  
 
Zahlreiche Studien, die sich mit Ozon als Desinfektionsmittel beschäftigt haben, belegen 
eine gute Wirksamkeit. Ozon greift an den Lipiden und Proteinen der bakteriellen 
Zellmembran an und verändert so die Permeabilität der Zelle, die damit irreparabel 
geschädigt ist.   
Dies ist die Grundlage für den Einsatz als Desinfektionsmittel in den verschiedenen 
Industriezweigen. 
 
2.6.5.1            Anwendung von Ozon bei der Trinkwasseraufarbeitung 
   
Neben Chlordioxid ist Ozon ein häufig eingesetztes Mittel zur Trinkwasseraufbereitung, 
welches mit unerwünschten Wasserinhaltsstoffe wie Eisen, Schwefel, Magnesium, Nitrit oder 
Mangan reagiert. Dies geschieht über eine partielle Oxidation dieser Stoffe. Mit dieser 
Reinigung können zudem auch geruchsbedingte und farbliche Beimengungen vollständig 
eliminiert werden. Weitere Stoffe, die im Trinkwasser unerwünscht sind, wie schwerflüchtige, 
lipophile oder dispergierte beziehungsweise gelöste Stoffe können ebenfalls mit Hilfe von 
Ozon oxidiert und mittels Aktivkohlefilter beseitigt werden (BAUMGÄRTNER 2003) . 
Auch zur Desinfektion von Trinkwasser wird Ozon eingesetzt, da es sich gegenüber vielen 
Keimen (u.a. coliforme Keime, Listerien, Staphylokokken) als wirksam erwiesen hat (ROJAS-
VALENCIA 2004). Aufgrund der hohen Ozonzehrung (schneller Verbrauch von Ozon bei 
Oxidation von organischen und anorganischen Stoffen im Wasser) ist das Ozon als 
Desinfektionsmittel nur in enorm hohen Konzentrationen oder in Verbindung mit anderen 
Mitteln sinnvoll. 
BURLESON et al. (1975) konnten einen synergistischen Effekt bei einer gleichzeitigen 
Behandlung mit Ozon und Ultraschall zum Inaktivieren einer Reihe von Mikroorganismen 
(u.a. E. coli, Staphylococcus aureus, S. Typhimurium) feststellen. Nicht nur die 
Ozonzehrung, auch pH-Wert und einfallendes Licht beeinflussen die Wirksamkeit des 
Ozons. Ideal waren in oben genannter Studie ein pH-Wert im sauren Bereich sowie wenig 
Lichteinfall, da dadurch das Ozon langsamer zerfällt. 
 
In Untersuchungen zur Trinkwasseraufarbeitung in Mexiko wurde von ROJAS-VALENCIA et 
al. (2004) mit Hilfe von Ozon versucht, aus Abwasser dort endemisch vorkommenden 
Darmparasiten, wie verschiedene Amöben (vor allem Acanthamoeba ssp.) und eine Reihe 
von Helminthen (Ascaris lumbricoides, Hymenolepis diminuta) sowie auch verschiedene 
Bakterien (unter anderem S. typhi) zu eliminieren. Die Autoren konnten bei einer 
Ozonflußrate von 18,4 mg O3 / min im Wasser schon nach 14 min eine völlige Inaktivierung 
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der Parasiten feststellen. Diese vielversprechenden Ergebnisse basierten nach Meinung der 
Autoren auf der Reaktivität vor allem der schwefelhaltigen Aminosäuren in den 
Eischalenproteinen der Parasiten. OOI et al. (2001) hingegen berichteten in einer Studie mit 
Toxocara canis-Eiern von nicht signifikanten Unterschieden bei der Entwicklung zwischen 
Eiern / Larven, die mit Ozon behandelt worden sind und der Kontrollgruppe. Nur eine 
elektronenmikroskopische Betrachtung erbrachte, dass bei den behandelten Eiern Beläge 
auf den Eischalen sowie eine Veränderung der typischen Honigwabenstruktur zu erkennen 
waren.    
Auch die Struktur der Zellmembran von Bakterien wurde durch die Oxidation verschiedener 
Aminosäuren, Glycoproteine oder Glycolipide nachhaltig zerstört, so dass das Überleben 
derselben nicht möglich war. TUIN und BOS (2004) führten Untersuchungen zur 
Ozonbehandlung von industriellem Abwasser in Bezug auf die ökologische Abbaubarkeit 
durch. Die beiden Autoren haben Messungen der Parameter BSB28 (biologischer 
Sauerstoffbedarf innerhalb 28 Tagen) und CSB (chemischer Sauerstoffbedarf), durchgeführt. 
Das Verhältnis von BSB28 zu CSB wird als ein Maß für die ökologische Abbaubarkeit 
definiert; je größer der Quotient ist, desto besser ist die Abbaubarkeit. Eine Verringerung des 
CSB bewirkt demnach eine Erhöhung der biologischen Abbaubarkeit. So konnten diese 
Autoren in ihrer Studie belegen, dass eine ausreichende Ozonisierung des Abwassers (3 kg 
O3 / m3 Abwasser) die biologische Abbaubarkeit deutlich erhöhte. Der Faktor BSB28 / CSB 
stieg somit von 0,2 auf 0,7.  
  
Ein wichtiger Aspekt für die Trinkwasseraufarbeitung ist die Belastung des Wassers mit 
Pharmazeutika. In den letzten Jahren wurde immer wieder von einer steigenden 
Verunreinigung des Oberflächenwassers mit einer Reihe dieser Stoffe berichtet (HUBER et 
al. 2003). Da Oberflächenwasser häufig zu Trinkwasser aufgearbeitet wird, ist es notwendig 
diesen Gesichtspunkt bei der Aufarbeitung einzubeziehen. HUBER  et al. (2003) konnten mit 
einer Ozonbehandlung von natürlichen Wasserproben die Wirksamkeit hinsichtlich der 
Eliminierung von derartigen Verunreinigungen belegen. Von neun Vertretern chemischer 
Stoffklassen (z.B. Diazepam, Ibuprofen, Ethinylestradiol) wurden die Umsatzge-
schwindigkeiten mit Ozon ermittelt. Aus den Ergebnissen schlossen die Autoren, dass Ozon 
leicht mit diesen chemischen Substanzen reagierte und diese somit unschädlich machte. 
Aromate, Amine und Doppelbindungen stellten in vielen Pharmazeutika gute Angriffspunkte 
für Ozon dar.  
NAKANO et al. (2003) haben in einer Studie eine Steigerung der Umsatzgeschwindigkeit von 
gefährlichen Chemikalien wie polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (z.B. 
Benzo[a]pyrene) oder Trichlorethylen mit Ozon festgestellt, wenn diese lipophilen Stoffe vor 
der Behandlung in einem organischen Lösungsmittel wie Essigsäure, Aceton oder Terbutyl-
Alkohol extrahiert wurden. Nebenprodukte, die aufgrund der Oxidation der polycyclischen 
Kohlenwasserstoffe entstehen konnten, sind nach OTTINGER et al. (1999) vermeidbar, 
indem man mit elektrochemisch erzeugtem Ozon eine höhere Konzentration und damit eine 
vollständigere Oxidation erreichte. 
Einen unerwünschten Nebeneffekt bei der Trinkwasseraufarbeitung durch Ozonbehandlung 
stellt die Bildung von krebserregendem Bromat dar. Im Trinkwasser wurde die 
Höchstkonzentration von 10 µg Bromat / l Wasser nach einer Ozonbehandlung überschritten, 
wenn vor der Behandlung die Konzentration von Bromid sehr hoch war. DRIEDGER et al. 
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(2001) untersuchten dies und fanden heraus, dass durch eine pH-Wert-Senkung oder der 
Zugabe von Ammoniak dieser Effekt verringert werden konnte. Auch SOHN et al. (2004) 
fanden einen Zusammenhang zwischen der Wirkung von Ozon und der Bildung von Bromat 
bei der Wiederaufarbeitung von Trinkwasser. 
In der Textilindustrie ist die Ozonbehandlung eine effektive Maßnahme, das anfallende 
Schmutzwasser zu reinigen. Gerade die entfärbende Eigenschaft macht Ozon für die 
Behandlung von Abwasser aus Färbereien sehr attraktiv. In Untersuchungen von 
CIARDELLI et al. (2001) ergaben sich bei geeigneten Bedingungen (hier: 40 g O3 / m3 
Wasser bei einer Einwirkzeit von 30 min) Reduktionen der Farbintensität von 95-99 %. 
Weiterhin wurde in dieser Studie die Reduktion von CSB untersucht. Die erreichten 
Reduktionen bis zu 60 % des CSB waren geeignet, um das Wasser anschließend erneut für 
das Färbebad oder für einen anderen Produktionsschritt einzusetzen. 
 
2.6.5.2            Anwendung von Ozon in der Lebensmittelindustrie 
 
Während in der EU und somit auch in Deutschland verschiedene Rechtsgrundlagen (ZverkV 
1998; ZZulV 1998) bisher die direkte Applikation von Ozon auf Lebensmittel untersagen, da 
es als Zusatzstoff nicht zugelassen ist, wird in anderen Ländern, wie zum Beispiel den USA 
oder Russland, Ozon in der Lebensmittelindustrie zur direkten Desinfektion von Obst, 
Gemüse, Fleisch, Trockennahrung und Käse bereits angewendet (KIM et al. 1999). MOORE 
et al. (2000) haben die desinfizierende Wirkung von Ozon für Lebensmittel untersucht. Sie 
konnten sowohl bei gram-positiven als auch gram-negativen Bakterien eine Reduktion 
aufgrund der Ozonbehandlung feststellen, was jedoch bei Vorhandensein von organischem 
Material (Milch bzw. Fleischbrühe) erheblich nachließ.  
KIM et al. (1999) berichteten von mehreren Versuchen mit Obst und Gemüse, bei denen 
nach Behandlung mit Ozon eine Reduktion der Schäden an der Schale, eine unterdrückte 
Pilzentwicklung und ein verminderter Gewichtsverlust bei der Lagerung festgestellt wurden. 
Bei letzterem wurden Werte von 1 % und 0,8 % lagerungsbedingter Gewichtsverlust von 
behandelten Zwiebeln und Kartoffeln angegeben, gegenüber der Kontrollgruppe mit 9,7 % 
bzw. 6,7 % Gewichtsverlust.  
Auch bei der Ozonbehandlung von Käse in Reifungsräumen zeigten sich effiziente 
Reduktionen der Pilzsporen von 80–90 %. Ohne die chemischen und sensorischen 
Eigenschaften zu beeinflussen, verlängerte sich die Lagerungszeit von 4-6 auf bis zu 
11 Wochen (KIM et al. 1999).  
In der fischverarbeitenden Industrie wurde Ozon als ein wirksames Desinfektionsmittel 
getestet. Einerseits konnte die Anzahl von Keimen wie Listeria monocytogenes, E. coli 
reduziert werden, andererseits verlängerte sich das Mindesthaltbarkeitsdatum dieser 
Lebensmittel. Eine Arbeit von HARAGUCHI et al. (1969) ergab, dass eine Behandlung der 
Fischhaut mit 6 ppm Ozon in einer 3 %igen NaCl-Lösung für 30 bis 60 min die 
Bakterienanzahl um den Faktor 102-103 verringerte. Darüber hinaus konnte bei einer solchen 
Behandlung über mehrere Tage hinweg die Lagerungsdauer um 20 bis 60 % erhöht werden. 
Auch SILVA et al. (1997) konnten in einer Studie die Wirksamkeit einer Ozonbehandlung 
gegenüber verschiedenen fischspezifischen Bakterien (u. a. Enterobacter spp.) an 
Speisefisch (Trachurus trachurus) bestätigen. Diese Autoren berichteten nach Anzüchtung 
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der Keime eine Reduktion der Enterobacter spp. um den Faktor 10 bei Behandlung der 
Fischhaut mit Ozon. 
In der Rindfleischproduktion sind zudem Versuche unternommen worden, das Fleisch 
während der Reifephase durch eine Ozonbehandlung länger lagerfähig zu machen und die 
mikrobiologischen Eigenschaften zu verbessern. Nach KIM et al. (1999) sind 
Konzentrationen von 0,1 mg Ozon / l Luft im Reiferaum nötig, um die Bakterien auf der 
Oberfläche des Fleisches ausreichend zu deaktivieren. Einen synergistischen Effekt bewirkte 
die gleichzeitige Behandlung mit UV-Strahlung (0,2 µW / cm2), im besonderen auf 
Reduktionen von Thamnidium spp. und Penicllium spp. (KAESS und WEIDEMANN, 1973). 
KIM et al. (1999) berichteten zudem von einer anderen Forschergruppe (KOLODYAZNAYA 
und SUPONINA, 1975), die bei einer Ozonkonzentration von 10-20 µg / l Luft ein 
vermindertes Mikrobenwachstum beobachtet hatten, so dass eine Verlängerung der 
Lagerungdauer der Schlachtkörper von 30-40 % möglich war. CASTILLO et al. (2002) 
hingegen konnten keinen signifikanten Unterschiede in der Menge pathogener 
Mikroorganismen (E. coli und S. Typhimurium) zwischen Rinderschlachtkörpern, die mit 
Ozonwasser behandelt wurden und Schlachtkörpern, die mit Wasser gewaschen wurden, 
ableiten.  
Auch die Desinfektion von Geflügelfleisch, Bruteiern und Waschwasser von 
Geflügelschlachtkörpern mit Ozon findet großes Interesse. Untersuchungen von WHISTLER 
und SHELDON (1989) ergaben eine Verminderung der Bakterienanzahl auf Bruteiern 
mindestens um den Faktor 102. Es wurde allerdings auch dargelegt, dass bei den gewählten 
Ozonkonzentrationen (2,83 %iges Ozon-Luft-Gemisch) eine signifikante Abnahme der 
Schlupfrate auffiel. Darüber hinaus bewirkte eine Ozonbehandlung der Umgebungsluft in den 
Brütereien eine Verminderung der Mikrobenbelastung von 75-99 %. Schlachtkörper von 
Geflügel waren nach einer Waschung in ozonhaltigem Wasser (3 - 4,4 ppm für 50 min) 
länger frisch als die entsprechende Kontrollgruppe. YANG und CHEN (1979) stellten unter 
anderem fest, dass eine Waschung von Geflügelteilen in einem mit Ozon angereicherten 
Wasser (3,88 mg / l für 20 min) eine Verringerung der Bakterienkonzentration um den Faktor 
10 zur Folge hatte.  KRIVOPISHIN et al. (1977) empfahlen eine Ozonbehandlung von Eiern, 
bei der die Eier nach Eintauchen in Parafinwachs mit einem 0,1-0,3 %igem Ozon-Luft-
Gemisch behandelt wurden (weitere Studien über die Desinfektion von Bruteiern sind bereits 
in 2.4 beschrieben).  
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Lebensmittelindustrie in Deutschland 
Ozon bis jetzt zum Reinigen beziehungsweise Desinfizieren von Waschwasser im 
Produktionsprozess benutzen kann. Auch Oberflächendesinfektion von Arbeitsplatten oder 
ähnlichem ist möglich. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass Ozon aufgrund seiner hohen 
Zehrung nur in Verbindung mit einer vorausgehenden Reinigung sinnvoll ist (KLEINER 
2001). Auch zur Desinfektion von Milch- und Getränkeflaschen sowie Verpackungsmaterial 
wird Ozon hierzulande genutzt. Hierbei ist die rückstandslose Anwendung von Ozon 
gegenüber der Desinfektion mit Chlorwasser von großem Vorteil (KLEINER 2001). 
 
2.6.5.3               Sonstige Anwendungsbereiche von Ozon 
 
Auch in der Fischzucht wird eine Alternative gesucht, die eine rückstandsfreie und weniger 
gesundheitsgefährdende Desinfektionsmöglichkeit des Wassers bietet als die übliche 
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Anwendung von Formaldehyd. In einer Studie aus Italien wurde von FORNERIS et al. (2003) 
die Wirksamkeit von Ozon untersucht, um im besonderen die Inzidenz von Saprolegniasis, 
einer Mykose, bei Salmonideneiern zu reduzieren. Bei einer Dosierung von 0,1 ppm für 
täglich 10 min über 46 Tage hinweg konnten ähnlich gute Brutergebnisse wie bei den 
konservativ mit Formaldehyd behandelten Eiern erzielt werden. 
Weitere etablierte Anwendungsgebiete sind u.a. die Desinfektion von Badewasser in 
Schwimmbädern und Whirlpools oder in der Zahnmedizin zur Desinfektion von Amalgam 
(KLEINER 2001).  
 
2.7  Ozonbedingte Oxidationsprozesse biologischen Materials 
 
Theoretisch kann Ozon mit allen Carbonverbindungen reagieren, jedoch mit einer sehr 
unterschiedlichen Umsatzgeschwindigkeit. Der Grund hierfür liegt u.a. an der geringen 
Löslichkeit bzw. Diffusionsfähigkeit des Ozons in biologischem Material (KELLY et al. 1995). 
Während Kohlenhydrate in einem relativ geringen Ausmaß mit Ozon in Aktion treten, sind 
Proteine oder Lipide die idealen Angriffspunkte für Ozon. Auch für die DNA ist eine hohe 
Empfindlichkeit gegenüber Ozon bekannt. Die Folgen dieser oxidativen Schäden können 
z.B. im menschlichen Körper zu irreparablen DNA-Strangbrüchen (HALLIWELL und CROSS 
1994) führen. Allgemein gilt, dass Ozon zu reaktiv ist, um tief in biologisches Gewebe 
einzudringen (UPPU und PRYOR 1994; KELLY et al. 1995; PRYOR et al. 1995). Dies 
bedeutet, dass die Schadwirkungen in der Tiefe nicht direkt vom Ozon ausgeht, sondern von 
den entstandenen Produkten, die bei der Reaktion des Ozons mit Molekülen auf der 
Oberfläche entstehen. In diesem Zusammenhang werden speziell Aldehyde und 
Hydrogenperoxide als die verursachenden Agentien gesehen (siehe 2.5.2). 
Hierbei ist die Radikalbildung von besonderer Bedeutung. Ozon allein ist kein Radikal, 
jedoch entstehen durch das Vorkommen eines Ozonmoleküls an eine Oberfläche 
biologischen Materials eine Reihe von Radikalen wie z.B. OH-• oder O2-•, die weiter in das 
Gewebe eindringen können (KELLY et al. 1995). 
Wesentlich für das weitere Oxidationsgeschehen ist sowohl die Art des Materials, auf das 
Ozon trifft, als auch dessen Lokalisation. So berichteten UPPU und PRYOR (1994), dass 
Fettsäuren, die in hydrophoben Regionen einer Zellmembran lokalisiert sind, dem Ozon 
gegenüber resistent waren. Auch Aminosäuren, die in eine Zellmembran eingebunden sind, 
wurden vor dem angreifenden Ozon gut geschützt, während Aminosäuren außerhalb dieser 
Membran dem Ozon weitaus stärker ausgesetzt waren. Der Grund dafür lag in der hohen 
Polarität des Ozonmoleküls, das die apolaren Regionen einer Membran nicht penetrieren 
kann. 
In den folgenden Abschnitten sollen die möglichen Oxidationsprozesse der im Hühnerei 
enthaltenen Stoffe betrachtet werden. Da jedoch Studien über ozonbedingte Veränderungen 
an Eiinhaltsstoffen kaum vorliegen, wurden in dieser Arbeit auch Untersuchungen 
verschiedener Gewebe, die ähnliche Stoffe (Lipide, Proteine, DNA) enthalten, in die 
Literaturübersicht einbezogen. 
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2.7.1  Veränderungen der DNA 
 
Als oxidierendes Agens hat Ozon genotoxische Wirkung gegenüber lebenden Zellen. 
Studien an embryonaler DNA aus dem Ei sind bisher nicht beschrieben worden, doch konnte 
im Zusammenhang mit Untersuchungen von ozonexponierten Zellen in Kultur eine 
Schädigung der DNA festgestellt werden. CHENG et al. (2003) setzten menschliche A549-
Zellen Ozon aus und führten danach die Einzelzellen-Gelelektrophorese (im folgenden 
Comet-Assay), sowie die Messung von 8-Oxoguanin durch. 8-Oxoguanin stellt einen 
sensitiven Marker für oxidative Schäden dar, die die Krebsentstehung begünstigen. Sowohl 
beim Comet-Assay als auch bei der 8-Oxoguanin-Messung ergaben sich in der genannten 
Studie ab einer Dosierung von 80 ppb für eine Stunde signifikante Unterschiede (p<0,05) 
gegenüber den Kontrollen. Nach einer Zugabe von Vitamin C und E konnte die Bildung von 
8-Oxoguanin verringert werden. Auch BORNHOLDT (2002) konnte mit Hilfe des Comet- 
Assays einen signifikanten Unterschied (p<0,05) zwischen ozonexponierten (90 min bei 2 
ppm) Zellen aus Bronchoalveolärer Lavage von Mäusen gegenüber den Kontrollzellen 
ermitteln. Einen Anstieg von 8-Oxoguanin konnten diese Autoren allerdings nicht feststellen.  
Aus der DNA-Schädigung durch Ozon resultiert eine veränderte Expression verschiedener 
Gene. GOHIL et al. (2003) konnten mit ihrer Untersuchung, bei der Mäuse an drei 
aufeinanderfolgenden Nächten (8 h pro Nacht) 1 ppm Ozon ausgesetzt waren, feststellen, 
dass in der RNA des Lungengewebes ca. 260 ozonsensitive Gene auszumachen waren. 
Davon wurden etwa 80 % unterdrückt und 20 % verstärkt exprimiert. Bei den in ihrer 
Expression unterdrückten Genen handelte es sich hauptsächlich um diejenigen, die für 
Stoffwechselenzyme kodierten. Die Gene, die stärker exprimiert wurden, kodierten 
vornehmlich für Proteine, die mit einem beschleunigten Zellzyklus beziehungsweise 
Hyperplasie und Strukturveränderungen in der Lunge in Zusammenhang stehen. 
JORGE et al. (2002) konnten anhand der Untersuchung von Plasmid-DNA die 
genotoxischen Effekte des Ozons auf molekularer Ebene beleuchten. Bei 
Ozonierungsbedingungen von 20 ppm für 10, 30 und 60 min war vor allem ein Austausch an 
GC-Basenpaaren (75 %) zu finden, der wiederum typisch für DNA-Schäden durch reaktive 
Sauerstoffspezies (ROS; reactive oxygen species) ist. 23 % der veränderten GC-Paare 
wurden zu CG, 28 % zu TA und 23 % zu AT. Es wurde vermutet, dass die Transversion von 
GC zu TA hauptsächlich als Folge der Fehlinkorporation von dAMP zu sehen war. Die 
Erklärung zum Austausch von GC zu CG ist noch umstritten. Bei in-vitro-Versuchen soll eine 
oxidierte Form von 8-Oxoguanin die Insertion von dAMP und dGMP gefördert haben, und 
damit die DNA-Synthese angeregt haben.  
In einer weiteren Studie von JANIC et al. (2003), die sich mit den Folgen der Ozonierung von 
THP-1-Zellen (Monozyten/Makrophagenzelllinie) beschäftigt hat, ergab sich ein Anstieg von 
toten Zellen und eine verminderte Expression des Tumornekrosefaktors α (TNF-α), wobei 
hierfür die Zellen eine Stunde mit 0,1 bzw. 0,5 ppm Ozon begast wurden. 
Auch in botanischen Studien ozonbehandelter Blätter von jungen Mais- bzw. Reissetzlingen 
waren nachteilige Veränderungen auf DNA-Ebene zu bemerken (AGRAWAL et al. 2002; 
PINO et al. 1995). Bei der Studie von AGRAWAL konnten nach einer Ozonexposition von 
jungen Maispflanzen mit 0,2 ppm für drei Tage mit Hilfe der 2D-Gelelektrophorese 
Unterschiede der exprimierten Proteine beobachtet werden. Von 56 untersuchten Proteinen 
waren 52 verändert. Nach Analyse der Aminosäuresequenz fiel auf, dass vor allem Proteine 
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der Photosynthese vermindert waren, während Stress- und Abwehrproteine vermehrt 
auftraten. 
  
2.7.2   Lipidoxidation 
 
2.7.2.1   Fettsäuren 
 
Etwa 60 % der FS in den Lipiden des Eidotters (siehe Kap. 2.4.1.2), sind ungesättigte FS 
und damit der oxidierenden Eigenschaft des Ozons stark ausgesetzt. Die labile Struktur der 
ungesättigten FS prädestiniert sie für die Oxidation zu Hydroperoxiden. In Folge-reaktionen 
können diese in eine Vielzahl von Verbindungen überführt werden. Abgesehen von der FS-
Zusammensetzung und der Bindungsstelle der FS am Glycerol, sind die Anwesenheit von 
Antioxidantien und die Temperatur ausschlaggebende Faktoren für die Geschwindigkeit der 
Oxidation. Dieser komplizierte Prozess verläuft in einer Vielzahl ineinander greifender 
Reaktionen. Abstrakt gesehen ist dieser Prozess eine Radikalkettenreaktion, an deren 
Beginn die Bildung von verschiedenen Radikalen steht. Als weitere Reaktionsschritte sind 
das Kettenwachstum und die Kettenverzweigung zu sehen. Zu einem Ende der Reaktionen 
führt der Kettenabbruch (WEYL 1975).   
Der Start der Radikalkettenreaktion ist charakterisiert durch die Bildung von Radikalen. 
Durch den Zerfall des kurzlebigen Ozons werden Sauerstoffatome frei, welche die Bildung 
von verschiedenen Radikalen veranlassen. Nachfolgend sind diese Radikale dargestellt. 
Peroxyradikal:  RO2•  
Alkoxyradikal:  RO• 
Alkylradikal:  R•  
 
Der Radikalbildung folgt das Kettenwachstum, welche in den Reaktionen 1, 2 und 3 
dargestellt sind. Die gebildeten Radikale führen zu weiterer Radikalbildung. 
1) R• + O2 → RO2•  
2) RO2•  + RH → ROOH +R• 
3) RO•  + RH → ROH + R• 
 
Die Kettenverzweigung stellt den weiteren Elementarschritt der Oxidation dar. Durch den 
Zerfall von entstandenen Hydroperoxiden entstehen wiederum neue Radikale wie Reaktion 4 
und 5 aufzeigen. 
4)    ROOH →  RO•  + •OH 
5) 2 ROOH →  RO2•+ RO• + H2O 
 
Schließlich wird die Gesamtreaktion durch den Kettenabbruch gestoppt, indem beim 
Aufeinandertreffen von zwei Radikalen stabile Produkte entstehen (Reaktionen 6, 7 und 8). 
6) 2 R•   → R-R  (stabil)  
7) R`• + RO2• → ROOR` (stabil) 
8) 2 RO2•  → ROOR` + O2  (stabil) 
 
Die genannten Reaktionsschritte lassen sich auf alle ungesättigten FS übertragen.  
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Die primär aus der Oxidation hervorgehenden Monohydroperoxide sind jedoch nur 
Zwischenprodukte. Durch weitere Oxidation entstehen leicht flüchtige, teilweise 
geruchsaktive Substanzen wie Aldehyde, Ketone, Alkane, Alkene und 
Carbonylverbindungen.  
Eine Untersuchung von RAVANDI et al. (1995) ergab, dass durch Ozoneinfluss aus FS von 
Triglyceriden und Phospholipiden hauptsächlich Mono- und Dialdehyde mit 9 C-Atomen 
entstanden. Weiterhin konnten aus ozonbehandeltem Eidotter vorwiegend Mono-C5 und 
Mono-C9-Aldehyde identifiziert werden. Die Aldehyde, die bei der Oxidation von 
Palmitoleinsäure und Ölsäure entstanden, waren dagegen laut PRYOR et al. (1995) 
hauptsächlich C7- und C9-Körper. POSTLETHWAIT et al. (1998) betrachteten Heptanal (C7) 
und Nonanal (C9) als Lipidoxidationsprodukte (LOP) einer ozonbedingten Oxidation der 
Lungenflüssigkeit. Hexanal (C6) dagegen schrieben sie als Produkt der durch Ozon 
ausgelösten Autooxidation zu. Dennoch ist diese Autooxidation im weiteren Sinne ozon-
bedingt, da sie von Radikalen initiiert wird, die möglicherweise aufgrund des Ozoneinflusses 
entstanden sind. 
Acrolein (Acrylaldehyd), als hochgiftiges Aldehyd, das beim Menschen für das Entstehen von 
Atherosklerose mitverantwortlich sein soll, konnte in einer Studie von MEDINA-NAVARRO et 
al. (1999) nachgewiesen werden. Eine Suspension von Linol- und Arachidonsäure wurde 
verschiedenen Dosen Ozon ausgesetzt und daraufhin analysiert. Dabei war Acrolein 
messbar, wobei nach einer Erhöhung der Ozondosis von 1,37 auf 6,89 µg Ozon / nmol FS 
die Menge des Acrolein anstieg.  
Auch PRYOR et al. (1991) bestätigten, dass ungesättigte FS eine der häufigsten 
Zielmoleküle für das Ozon darstellen. Chemisch betrachtet konnten dabei aus einem mol 
Ozon, das verbraucht wurde, 2 mol Aldehyd und 1 mol Hydrogenperoxid entstehen. Nach 
diesen Autoren waren etwa 1-5 % der gebildeten Produkte sogenannte Criegee-Ozonide,  
dessen Reaktionsmechanismus in Abb. 2.5 beschrieben ist. Spätere Untersuchungen von 
PRYOR et al. (1995) nahmen einen Anteil von 10 % an Criegee-Ozoniden und 90 % 
Aldehyden sowie Hydrogenperoxid in wässriger Lösung an. Diese Autoren erklärten 
weiterhin den Schadmechanismus des Ozons damit, dass LOP bestimmte Lipasen (PLA2, 
PLC, PLD) aktivieren könnten, die wiederum die Freisetzung von endogenen 
Entzündungsmediatoren förderten. 
LISITSYN et al. (2004) verglichen in ihrer Arbeit die Oxidationsfreudigkeit der verschiedenen 
FS-Gruppen mit Ozon. Dabei wurde deutlich, dass eine einfach ungesättigte FS (in 
genannter Studie wurde dafür Ölsäure eingesetzt) am stärksten mit Ozon reagierte. Am 
trägsten war die Reaktion von Ozon mit gesättigten FS (Palmitinsäure). Linolsäure wurde als 
mehrfach ungesättigte FS herangezogen. Überdies schlussfolgerten die Autoren, dass die 
Ölsäure in lebendem Gewebe sogar als Antioxidans wirken könnte, da dessen leichte 
Oxidation die anderen FS schützte. 
Um die Oxidation von mehrfach ungesättigten FS in vivo zu testen, versuchten GOHEEN et 
al. (1986) Ratten fettfrei zu ernähren und damit zu prüfen, ob ein durch die Fütterung 
zwingend entstehender Mangel an essentiellen FS bei Anwesenheit von Ozon aufgrund der 
Oxidation schneller herbeigeführt wird als bei der Kontrollgruppe, die mit gefilterter Luft 
begast wurde. Das Ergebnis war, dass aufgrund der Ozonbehandlung kein erhöhter 
Verbrauch an essentiellen FS festzustellen war. Die Ratten wurden 0,96 ppm Ozon für 1, 2 
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bzw. 4 Wochen ausgesetzt. Ein Nebeneffekt der Ozonbegasung war jedoch die Abnahme 
der Lebendgewichte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MUDWAY et al. (1996) prüften, inwieweit wasserlösliche Antioxidantien der epithelialen 
Flüssigkeitsschicht in der Lunge wie Ascorbinsäure, Harnsäure und reduziertes Glutathion 
die Inhaltsstoffe vor einer ozonbedingten Oxidation abschirmten. Hierbei wurde ersichtlich, 
dass die Interaktion von Ozon mit Ascorbinsäure stärker war als mit Harnsäure und 
Glutathion. Der zeit- und O3-konzentrationsabhängige Verbrauch an Antioxidatien wurde 
nach Erhöhung der Dosis verstärkt. Ozonkonzentrationen von 50-1000 ppb und 
Behandlungszeiten von 0-500 min wurden getestet. Daraus schlossen die Autoren, dass 
diese chemischen Substanzen einen ersten Schutz gegen Ozon bildeten, indem sie selbst 
oxidiert wurden. 
POSTLETHWAIT et al. (1998) stellten im Rahmen ihrer Studie fest, dass ein verringerter 
Ascorbinsäuregehalt in der BAL die O3-Aufnahme verminderte, die Aldehydproduktion jedoch 
erhöhte. Wurde dagegen zu einer Phosphatidylcholinlösung aus dem Ei Ascorbinäure 
gegeben, konnte eine erhöhte Ozonaufnahme und eine verminderte Aldehydproduktion 
gemessen werden. Unabhängig davon konnte eine zeit- und konzentrationsabhängige 
Aldehydproduktion abgeleitet werden. Zu der gleichen Meinung gelangten KANOFSKY und 
SIMA (1995A). Sie fanden heraus, dass die Bildung von Aldehyden aufgrund des 
Reaktionsgleichung einer beliebigen Fettsäure mit Ozon mit und ohne 
Anwesenheit von Wasser (PRYOR et al. 1995A) 
3) Gesamtgleichung: 
  ungesättigte Fettsäure 
Criegee Ozonid 
Aldehyd 
   Hydroxyhydroperoxid 
Hydroxyhydroperoxid 
1) 
2) 
Abb.2.5: 
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Ozoneinflusses in der Lungenflüssigkeit durch Zugabe von Vitamin C oder auch Harnsäure 
deutlich reduziert werden konnte. 
 
2.7.2.2   Cholesterol 
 
Das Cholesterol als ungesättigtes Lipid im Eidotter ist ebenfalls sehr sensitiv gegenüber 
oxidativen Einflüssen und demnach auch gegenüber Ozon. Wie bei ungesättigten Fettsäuren 
entstehen durch den Zerfall des Ozons unter Bildung freier Radikale chemisch labile 
Hydroperoxide, die wiederum in sekundäre Oxidationsprodukte umgewandelt werden. 70 
solcher Oxidationsprodukte konnten bereits aus behandelten Lebensmitteln isoliert und 
identifiziert werden (NOUROOZ-ZADEH und APPELQVIST 1988). Es wurde von den 
Autoren vermutet, dass diese Produkte für den Konsumenten schädlich sind, indem sie 
fälschlicherweise in zelluläre Membranen eingebaut werden. Auch karzinogene Eigen-
schaften werden einigen dieser Cholesteroloxidationsprodukte (COP) zugesprochen 
(NOUROOZ-ZADEH und APPELQVIST 1988).  
Dazu untersuchten SEVANIAN und PETTERSON (1984) die Folgen einer Cholesterol-
oxidation in Fibroblasten und stellten fest, dass α-Epoxid und dessen Stoffwechselprodukt 
Cholestantriol eine hohe Toxizität gegenüber den untersuchten Zellen aufwiesen. Während 
bei α–Epoxid die Mutagenität als schädigende Eigenschaft im Vordergrund stand, hemmte 
Cholestantriol die DNA-Synthese und zerstört die Zellen. 
 
Eine Untersuchung von PULFER und MURPHY (2004) hat gezeigt, dass bei der Oxidation 
von in Rattensurfactant gelöstem Cholesterol (30 µg Cholesterol / ml) durch Ozon bei einer 
Dosierung von 0,25 ppm, 0,5 ppm bzw. 1 ppm für 4 Stunden die Menge an entstandenen β-
Epoxicholesterolen mit der Dosis steigt. Weiterhin konnte die dosisabhängige Bildung von β-
Epoxicholesterol in isolierten 16-HBE-Zellen (human bronchial epithelial cells), die Ozon 
ausgesetzt waren, erfasst werden. Außerdem wurde der Stoffwechselweg dieses Epoxids 
beobachtet. Nach 24 Stunden Inkubationszeit konnte mittels Massenspektrometrie 
Cholestan-6-oxo-3β,5α-diol als Stoffwechselprodukt des Epoxids gemessen werden. 
Cholestan-6-oxo-3β,5α-diol und 5β,6β-Epoxicholesterol zeigten gegenüber den kultivierten 
16-HBE-Zellen Zytotoxizität. Der Grund dafür lag vermutlich in der Fähigkeit dieser 
Oxysterole, die Cholesterolbiosynthese zu hemmen. In Zusammenhang mit dem Versuch 
von PRYOR et al. (1992), die Eignung von COP als Biomarker für einen Kontakt mit Ozon in 
biologischem Material zu prüfen, wurde dagegen festgestellt, dass 3,5-Dihydroxy-5-oxo-5,6-
secocholestan-6-al das Hauptprodukt bei ozonbedingter Cholesteroloxidation darstellt. 
 
2.7.3  Veränderungen an Vitaminen  
 
2.7.3.1  Vitamin A 
 
Vitamin A als wichtiger Faktor für die Differenzierung und Entwicklung von Zellen benötigt für 
die Aktivität einen nicht oxidierten Ionoring (BLOMHOFF und BLOMHOFF 2005). Neben 
diesem Ionoring, der eine Doppelbindung enthält, stellen Doppelbindungen an der  
Seitenkette des Moleküls leichte Angriffspunkte für Ozon dar. Durch die Oxidation des 
Ringes geht die Wirkung des Vitamins verloren, so dass dies möglicherweise einen 
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negativen Effekt auf die Entwicklung des Embryos ausüben könnte (BLOMHOFF und 
BLOMHOFF 2005).  
 
2.7.3.2  Vitamin E 
 
Vitamin E als natürliches Antioxidans ist besonders stark einer Veränderung durch Ozon 
ausgesetzt. Das α-Tocopherol, der wichtigste Bestandteil des Vitamin E, wird entsprechend 
seiner Funktion oxidiert und schützt somit andere Strukturen vor einer unerwünschten 
Oxidation. Indem ein Wasserstoffatom des Phenolringes des Tocopherols auf freie Radikale 
übertragen wird, bildet sich ein Tocopherylradikal. Dieses Radikal besitzt jedoch kaum 
peroxidative Wirkung. Ursache dafür ist eine Resonanzstabilisierung durch die hohe 
Mesomeriebereitschaft des Phenolringes (BURTON und INGOLD 1986). In einem Redox-
Zyklus zum Beispiel mit Ascorbat (Vitamin C) kann daraufhin das Tocopherol wieder 
regeneriert werden (FRANCHINI et al. 2002). In einer Studie von THIELE et al. (1997) wird 
vermutet, dass Tocotrienole ein wirksameres Antioxidans gegenüber Ozoneinwirkung sind 
als Tocopherole. 
 
2.7.3.3  Vitamine D und K 
 
Eine ozonbedingte Oxidation von Vitamin K ist aufgrund seiner chemischen Struktur eher 
unwahrscheinlich, da dieses Vitamin auch gegenüber Sauerstoff sehr stabil ist. Theoretisch 
möglich wäre eine Oxidation innerhalb des Doppelringes oder an der Doppelbindung in der 
Seitenkette. Ähnlich verhält es sich beim Vitamin D, wo Oxidationen am Steroidgerüst 
denkbar wären. 
 
2.7.4            Proteinoxidation 
 
Eine ozonbedingte Schädigung der Proteine ist nach BIEKER und SCHMIDT (1979) sowie 
KANOFSKY und SIMA (1995B) vor allem durch die Oxidation von aromatischen oder 
schwefelhaltigen Aminosäureresten der Polypeptidkette denkbar. Dies wurde in 
Untersuchungen von UPPU und PRYOR (1994) sowie KANOFSKY und SIMA (1995B) 
deutlich, da bei der Bestimmung von Umsatzgeschwindigkeiten neben Thiosulfat und 
Ascorbinsäure die obengenannten Aminosäuren sehr hohe Umsatzgeschwindigkeiten 
aufwiesen. Auch ROJAS-VALENCIA et al. (2004) kamen aufgrund ihrer Arbeiten zu 
ähnlichen Resultaten. Aminosäureseitenketten schienen bei diesen Autoren, besonders bei 
saurem pH-Wert, die größte Reaktivität gegenüber Ozon zu zeigen. Zudem konnte diese 
Arbeitsgruppe feststellen, dass die Ozonbehandlung zur Bildung von Aldehyden 
(Formaldehyd und Acetaldehyd) führte. ROJAS-VALENCIA et al. (2004) konnten anhand 
raman-spektroskopischer Untersuchungen feststellen, dass bei ausreichender Ozondosis die 
sechs Tryptophanreste des Lysozyms vollständig zerstört wurden. Gleichzeitig konnte die 
Bildung von N-Formylkynurein als Abbauprodukt von Tryptophan  beobachtet werden. Die 
Bildung eines weitaus toxischeren Produkts, des Singulett-Sauerstoffs, das nach Aufnahme 
eines Sauerstoffatoms aus dem Ozon in ein oxidiertes Molekül übrigbleibt, wurde von 
KANOFSKY und SIMA (1995A) untersucht. Diese Autoren maßen mittels Chemilumineszenz 
die entstandene Menge an Singulett-Sauerstoff.  
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Reagierte Ozon in der genannten Studie mit der equimolaren Menge eines bestimmten 
Substrates, konnten, wie in Tab. 2.6 ausgewiesen ist, teilweise sehr hohe Mengen an 
Singulett-Sauerstoff gemessen werden. Die hohen Werte aus Tab. 2.6 gelten jedoch nur für 
Versuche im Labormaßstab und können aufgrund der verkürzten Halbwertszeit in vivo nicht 
erwartet werden 
Dabei fiel auf, dass die Moleküle, bei deren Oxidation eine große Menge an Singulett- 
Sauerstoff entstanden, eine reaktive Gruppe enthielten. Dies galt besonders für die 
schwefelhaltigen Aminosäuren. Methionin wurde zu Methioninsulfoxid oxidiert und Cystein zu 
Cystin. Auch Tyrosin wurde bei der Ozonierung zerstört, ebenso wurden die 
Disulfidbindungen vom Ozon angegriffen. 
 
 
 
 
Substrat mol O2 (1∆ G) / mol Ozon 
Cystein 0,49±0,02 
Tryptophan 0,13±0,01 
Methionin 1,13±0,11 
Tyrosin 0,12±0,02 
α-Tocopherol 0,14±0,01 
Linolsäure 0,047±0,002 
Ascorbinsäure 0,96±0,07 
 
 
Auch Enzyme wurden untersucht, um mögliche Inaktivierungen durch Ozon aufzuzeigen. In 
der Annahme, dass Tryptophan die am leichtesten oxidierbare Aminosäure des Lysozyms 
ist, untersuchten DOLLEY und MUDD (1982) den Einfluss von Ozon auf die Aktivität dieses 
Enzyms. Sie kamen zu dem Schluss, dass dessen Oxidation sehr stark von äußeren 
Bedingungen abhing. So wurde dieses Protein zum Beispiel bei geringer Dosis (weniger als 
50 nmol Ozon / min Flussrate in der Begasungskammer) sowohl in Aqua dest. gelöst als 
auch in phosphatgepufferter Lösung (pH 7) an seinem Tryptophanrest 62 oxidiert. Da dieser 
Rest für die Enzymaktivität essentiell ist, fand schon in der Anfangsphase der Begasung eine 
Verminderung dieser Aktivität statt. In einer sauren Lösung, wenn die Proteine denaturiert 
vorliegen oder bei hohen Ozondosen (mehr als 50 nmol Ozon / min Flussrate in der 
Begasungskammer) war keine spezifische Oxidation zu beobachten. Dann entschied der 
Zufall, welche der sechs Tryptophanreste oxidiert wurden. Die Tryptophanreste 108 und 111, 
die ebenfalls für die Aktivität von Belang sind, reagierten laut DOOLEY und MUDD zu N-
Formylkynurein. Sie berichteten zusammenfassend, dass gerade bei geringen Konzen-
trationen an Ozon aufgrund der hohen Spezifität zu Tryptophan schon geringe Mengen 
ausreichten, um Lysozym zu inaktivieren. Wäre die Oxidation verschiedener Amino-
säurereste mehr zufällig gewesen, wären höhere Dosen notwendig, um das Enzym zu 
deaktivieren. Zu einem ähnlichen Ergebnis gelangten OKAJIMA et al. (1990), die in ihrer 
Arbeit u.a. die Rolle des Lysozym-Tryptophans 62 untersuchten. Sie testeten die Struktur 
und Stabilität des Proteins nach einer Oxidation des Tryptophanrestes mit Ozon und 
Molmenge an entstandenem Singulett Sauerstoff nach Reaktion 
mit Ozon, nach KANOFSKY und SIMA (1990)  
Tab. 2.6: 
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gelangten zu dem Schluss, dass eine Umwandlung dieses Restes zu N-Formylkynurein 
stattfand, wobei die Stabilität des Proteins stark abnahm. SHARMAN und MUDD (1981) 
untersuchten in einer Studie die Inaktivierung von Hühnerei-Ovoinhibitor und humaner α-1-
Proteinase nach einer Ozonbehandlung. Diese Autoren stellten fest, dass in beiden Fällen 
aufgrund der spezifischen Oxidation der Methionin-, Cystein- und Tyrosinreste eine 
verminderte Anti-Elastase-Aktivität zu verzeichnen war. Im Gegensatz dazu war die 
Antitrypsin- und Antichymotrypsin-Aktivität nicht beeinträchtigt. Bei einem übermäßigen 
Ozongehalt wurden auch diese beiden Aktivitäten gehemmt. Dies geht konform mit der 
Vermutung von DOOLEY und MUDD (1982), dass die unspezifische Oxidation der Moleküle 
bei exzessiver Ozonmenge zunimmt.  
 
LEH et al. (1977) erforschten in einer Studie die Veränderung von bovinem Trypsin-
Kallikrein-Inhibitor durch Ozon. Auch dieser Inhibitor konnte durch die Oxidation aller 
Tyrosin- und Methioninreste deaktiviert werden. Wurde jedoch nur Methionin oder die 
Tyrosinreste exklusive dem Tyrosinrest 23, der für die Aktivität wichtig ist, oxidiert, fand keine 
Hemmung statt. Ferner vermuteten die Autoren eine Modifikation von Disulfidbrücken, die 
eine Verminderung der Enzymaktivität hervorriefen. Weiterhin konnten LEH et al. (1977) bei 
aus dem Hühnereiklar isolierten Ovomucoid eine Inaktivierung der Trypsin-Inhibitorfunktion 
beobachten. Offen blieb jedoch, welche Aminosäuren bei der Oxidation betroffen waren, da 
sie keine molekulare Veränderung am aktiven Zentrum des Enzyms finden konnten. In einer 
Studie von MENZEL (1971) konnte die Inaktivierung des Enzyms Glycerinaldehyd-3-
phosphatdehydrogenase mittels Ozon nachgewiesen werden, was nach Meinung des Autors 
auf der Oxidation der SH-Gruppen beruhte. 
Eine Studie von REFSGAARD et al. (2000) über die Modifikation von Proteinen aufgrund 
einer induzierten Oxidation an ungesättigten FS erbrachte die Erkenntnis, dass sowohl 
Primär- als auch Sekundärprodukte von FS zum einen Protein-Carbonylverbindungen 
generieren, zum anderen die Abspaltung von Lysinresten aus dem Testprotein BSA 
bewirkten. Hierbei wurde eine FS-abhängige Aktivität beobachtet. Mehrfach ungesättigte FS 
lösten die stärksten Reaktionen aus, während einfach ungesättigte FS kaum und gesättigte 
FS keine Veränderungen hervorbrachten.   
 
2.7.5       Oxidation von Kohlenhydraten 
 
Auch Kohlenhydrate sind mögliche Angriffspunkte für Ozon. Die praktische Relevanz ist 
jedoch sehr gering, da diese Stoffgruppe nur eine schwache Affinität zu Ozon aufweist.  
Die meisten Kohlenhydrate im Ei sind als Oligosacharide an Glycoproteine gebunden. Eine 
Oxidation der Kohlenhydrate durch Ozon ist deshalb vor allem in Form einer 
Depolymerisation dieser Oligosacharidketten vorstellbar. Durch eine selektive Oxidation der 
glycosidischen Bindungen, die einzelne Monosacharide miteinander verbinden, werden 
diese in einzelne Moleküle zerlegt (WANG et al. 1999).  
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2.8 Fragestellung 
 
Die Desinfektion von Bruteiern ist ein wesentlicher Bestandteil für die Bekämpfung von 
lebensmittelbedingten Infektionen. Ozon, als möglicher Ersatz für die übliche Formaldehyd-
verdampfung ist aufgrund der hohen Oxidationskraft sehr wirkungsvoll, doch bleibt die Frage 
offen, inwieweit wichtige Inhaltsstoffe des Eies ebenfalls von der Oxidation betroffen sein 
könnten.  
Hühnereier enthalten eine Reihe leicht oxidierbarer Materialien, wie Lipide, Vitamine, 
Proteine und die embryonale DNA, die sowohl für die Entwicklung des Embryos und als auch 
für der menschliche Ernährung von Bedeutung ist. 
Nachfolgend sollen Untersuchungen beschrieben werden, die detaillierte Erkenntnisse über 
die Risiken einer Bruteidesinfektion bezüglich der Eiinhaltsstoffe liefern.  
Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit bestand daher darin, leicht oxidierbare Stoffe 
dahingehend zu prüfen, ob und welche ozonbedingten Veränderungen stattgefunden haben 
und ob grundsätzlich eine Ozonbehandlung zu empfehlen wäre. 
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3  Material und Methoden 
 
3.1  Material 
 
3.1.1  Chemikalien und Geräte 
 
Die benötigten Chemikalien und Lösungen sowie die Verbrauchsmaterialien sind im Anhang 
unter 10.1 bzw. 10.2 aufgeführt. Die Herkunftsangaben zur apparativen Ausstattung werden 
im Text erläutert.  
 
3.1.2 Versuchseier 
 
Als Versuchsmaterial dienten Bruteier einer sächsischen Agrargenossenschaft. Hierbei 
handelte es sich um Eier der Rasse White Leghorn. Die tagfrischen Eier wurden bis zum 
Untersuchungsbeginn maximal 7 Tage in einem Klimaschrank bei einer Temperatur von 
16°C und einer relativen Luftfeuchte von 100 % gelagert. 
Die Bruteier wurden mit unterschiedlichen Ozonkonzentrationen behandelt. 
Basierend auf parallelen Untersuchungen von FERNANDEZ (2006) aus dem Institut für 
Lebensmittelhygiene der Veterinärmedizinischen Fakultät in Leipzig wurden für die 
Ozonierung von Bruteiern vier Stufen an Ozonierungsbedingungen festgelegt:  
1) Hohe Dosierung:  5 % Ozonkonzentration bei einer Einwirkzeit von einer Stunde  
2) Mittlere Dosierung:  2,5 % Ozonkonzentration bei einer Einwirkzeit von 40 min  
3) Geringe Dosierung:  1 %  Ozonkonzentration bei einer Einwirkzeit von 20 min  
4) Praxisdosierung:  1 % Ozonkonzentration bei einer Einwirkzeit von 120 min 
Um eine Konzentration von 5 % Ozon in der Kammer zu erreichen, war eine Anflutungszeit 
von einer Stunde, für die Konzentration von 2,5 % bzw. 1 % eine Anflutungszeit von 7,5 min 
bzw. 2,5- 4,25 min notwendig.  
Die für die Praxis zu empfehlende Dosierung bewirkte eine sichere Abtötung von 103 Keimen 
S. Enteritidis auf der Eischale (wie bei allen anderen Dosierungen), konnte jedoch 
gleichzeitig eine hohe Schlupfrate garantieren (FERNANDEZ 2006).  
 
3.2   Methoden 
 
3.2.1   Ozonierung 
 
Die Begasung fand in einer Ozonkammer im Labormaßstab mit einem Leervolumen von 
16,7 Liter, einem Durchmesser von 25 cm und einer Tiefe von 36 cm statt. Im vorderen und 
hinteren Bereich der Kammer befanden sich jeweils eine 8 mm große Öffnung für den 
Ozonein- und ausstrom. Dieses Gerät wurde von der Arbeitsgruppe BUNDSCHUH, Berlin für 
eigene Zwecke konstruiert und gebaut. Die Kammer konnte für die Versuche zur 
Bruteidesinfektion an der Veterinärmedizinischen Fakultät in Leipzig übernommen werden. 
Die Ozonierung der Versuchseier wurde weitgehend von Frau Fernandez aus dem Institut 
für Lebensmittelhygiene durchgeführt. Die verwendeten Eierhorden (Jamesway Incubator 
Company Inc., Cambridge, Ontario, Canada) mussten auf die entsprechenden 
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Größenverhältnisse geschnitten werden, so dass auf zwei Horden mit je 24 Eierplätzen 
insgesamt 48 Eier gleichzeitig begast wurden.  
Das Ozon wurde mittels eines vorgeschalteten Ozongenerators, der von einer 
Sauerstoffflasche mit medizinischem O2 gespeist wurde, erzeugt (200 bar, 10 l von Messer 
Griesheim GmbH, Krefeld). Am Ozongenerator („Ozomed Tech“ Kastner Praxisbedarf, 
Berlin) ist stufenlos der Arbeitsdruck am Geräteausgang einstellbar (0,05-1 bar). Dieser 
Druck bestimmt die Strömungsgeschwindigkeit am Geräteausgang und den Volumenstrom, 
über den wiederum die Ozonkonzentration bestimmt wird. Das Ozon wurde durch stille 
elektrische Entladung gebildet.  
Mit einem nachgeschalteten Ozonmessgerät (OZONE ANALYZER BMT963“, BMT 
Messtechnik GmbH, Berlin) konnte die Konzentration nach Verlassen der Ozonkammer und 
deren zeitlicher Verlauf erfasst werden. Mit Hilfe eines Katalysators auf der Basis von 
Aktivkohle wurde erreicht, dass das Ozon vor Verlassen der Apparatur schneller zu 
Sauerstoff abgebaut wurde. Im Restgas wurde die Temperatur und Luftfeuchtigkeit 
bestimmt. 
 
3.2.2   Vorbereitung der Eier 
 
Eine Versuchsreihe bestand aus 7-10 Eiern, die mit der erforderlichen Dosierung begast 
wurde und zusätzlich der entsprechenden Anzahl an Kontrolleiern, die parallel dazu gelagert 
wurde. Die Gewinnung der Proben aus den Ozoneiern und deren jeweilige Kontrollgruppe 
erfolgte unmittelbar nach der Behandlung.  
Für die verschiedenen Untersuchungen der Eiinhaltsstoffe wurde das Eidotter vom Eiklar 
getrennt. Das Eidotter musste zur besseren Verarbeitung und Lagerung unter Verwendung 
von Daunce-Homogenisatoren homogenisiert und mit physiologischer Kochsalzlösung 
(0,9 %ig) im Verhältnis von 1:10 verdünnt werden (1 ml Eidotter + 9 ml NaCl-Lsg.). Daraufhin 
erfolgte eine portionsweise Abfüllung in Kryogefäße der Firma greiner bio-one (Solingen). 
Das Eiklar wurde mittels Daunce-Homogenisator unverdünnt homogenisiert und ebenfalls 
portionsweise abgefüllt. Diese Proben wurden bis zu Ihrer Verwendung in flüssigem 
Stickstoff gelagert. 
Zusätzlich zu den Versuchen an vollständigen Eiern (in ovo-Versuche) wurde ein 
Modellversuch (in vitro-Versuch) in den verschiedenen Dosierungen durchgeführt. Zu diesem 
Zweck wurden die Eier vor der Ozonbegasung aufgeschlagen, das Eiweiß vom Eidotter 
getrennt, wie oben beschrieben verdünnt, homogenisiert und anschließend 10 ml davon in 
einer offenen Petrischale begast. 
 
3.2.3  Messung des Vitamingehaltes im Eidotter  
 
Um einen möglichen Einfluss des Ozons auf den Gehalt an fettlöslichem Vitamin A (Retinol) 
und Vitamin E (hier: α-Tocopherol) festzustellen, wurde deren Menge im Eidotter mittels 
Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie (HPLC) gemessen. 
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3.2.3.1  Probenvorbereitung 
 
Die Vorbereitung der Eidotterproben zur Vitaminbestimmung erfolgte nach der Methode von 
FUHRMANN und SALLMANN (1995). Dazu wurden 0,2 ml Eidotterhomogenat nach Zusatz 
von 1 ml Vitamin C (15 %ig) und 50 µl Butylhydroxytoluol (BHT; 0,1 % in Ethanol) als 
Antioxidans und 2 ml Ethanol sowie 1 ml Methanol zur Eiweisspräzipitation mit 1 ml 10 M 
Kaliumhydroxid-lösung versetzt.  
Nach kurzem Schütteln mit einem Rotationsschüttler (Heidolph, Schwabach) wurden die 
Proben zur Verseifung für eine halbe Stunde in ein 60°C warmes Wasserbad gestellt. Nach 
dem Abkühlen der Proben erfolgte eine zweimalige Extraktion, die unter Zugabe von 4 ml 
Hexan, anschließendem Schütteln (30 min beim ersten und 10 min beim zweiten Mal, 
Horizontalschüttler Tys 2, MLW, DDR), Zentrifugieren (5 min bei 4500 g; Labofuge 400R, 
HERAEUS GmbH, Hanau) und Sammeln der oberen Phase mit einer Hamiltonspritze 
(Hamilton, Darmstadt) in einen 10 ml Maßkolben erfolgte. Daraufhin wurde der Maßkolben 
mit Hexan auf 10 ml aufgefüllt und 10 s mit dem Rotationsschüttler geschüttelt. Für die 
Verdampfung des Extraktionsmittels, wurden ca. 5 ml der Probenlösung in Glasröhrchen 
verbracht, wovon schließlich wiederum 2 ml in Schraubröhrchen überführt wurden. Daraufhin 
wurde der Rückstand in 1 ml Methanol aufgenommen und nach zweiminütigem Schütteln 
mittels Omnifix-Einmalspritzen in spezielle HPLC-Gefäße überführt. Wenn keine klare 
Lösung vorhanden war, mussten die Proben vor Einsatz in die HPLC wiederum 5 min bei 
4500g (4°C, Labofuge 400R, HERAEUS) zentrifugiert werden. Die Messgefäße konnten mit 
Schraubkappen und teflonbeschichteten Dichtungen fest verschlossen und somit bei -20°C 
bis zur Messung aufbewahrt werden (maximal 24 h.). 
 
3.2.3.2  Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
 
Die Messung und Quantifizierung der Vitamine erfolgte am Flüssigkeitschromatographen 
unter folgenden Bedingungen: 
 
Säule:   Chrompack Inertsil ODS-3, 5 µm Teilchengröße; 2,5 m x 4,6 mm  
   Durchmesser  
Vorsäule:  Chrompack Inertsil, 10 x 3 mm 
Vorfilter:  PEEK 0,2 µm 
Eluent:   98 % Methanol : 2 % Aqua bidest 
Fluss:   1,5 ml / min 
Temperatur:  40°C 
Probenschleife: 50 µl 
Detektion:  Vitamin E: Fluoreszensdetektor Shimadzu RF-10AXL 
     Exzitation: (λ
 EX): 295 nm 
     Emission:  (λ
 Em): 333 nm 
     Verstärkungsfaktor:  1024 
   Vitamin A: UV-Detektor Knauer, Berlin 
      λ= 325 nm 
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Unter Verwendung eines Kalibrationsstandards erfolgte die Eichung mit der externen 
Standardmethode. Es wurde der Clin Cal® Calibrator für Vitamin A und E der Firma Recipe 
(München) verwendet. 
 
 
Unter den gewählten Bedingungen ergaben sich folgende Retentionszeiten:  
 5,1 min für Vitamin A 
  14,4 min für δ-Tocopherol 
  17,7 min für β- und γ-Tocopherol 
  21,3 min für α-Tocopherol 
Die Aufzeichnung und Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit Hilfe der Software 
Chrom Gate 3.1 (Firma Knauer, Berlin). 
 
3.2.4          Fettsäurenbestimmung im Eidotter  
 
Der Einfluss des Ozons auf die FS-Zusammensetzung im Eidotter ist mit Hilfe der 
Gaschromatographie ermittelt worden. 
 
 
3.2.4.1  Probenvorbereitung 
 
Um die Lipide nach der Methode von SONNICHSEN und MULLER (1999) bearbeiten zu 
können, musste zuvor ihre Extraktion aus dem Eidotter erfolgen. 
Die Lipide aus 0,8 ml Eidotterhomogenat wurden durch Zugabe von 1 ml Chloroform und 
2 ml Methanol (mit 20 mg BHT / ml als Antioxidans) extrahiert. Die Phasentrennung erfolgte 
mit 1 ml destilliertem Wasser. Nach 60 s Schütteln (Schüttler S421, MLW) und Zentrifugation 
(10 min, 3112 g, Labofuge 400R, HERAEUS GmbH) wurde die untere Phase mit einer 
Hamiltonspritze abgenommen, danach erfolgte das Eindampfen des Extrakts unter Stickstoff. 
Der Rückstand wurde zur Umesterung mit 500 µl methanolischer Salzsäure, 250 µl n-Hexan 
und 500 µl Internen Standard (IS) versetzt und mit dem Schüttler S421 60 s vollständig 
vermischt. Für den IS wurden 0,8 mg L-α-Phosphatidylcholin-C:17 (Matreya, PA, USA) in 1 
ml Methanol gelöst, dem 0,2 % BHT als Antioxidans zugesetzt waren. Für den 
Umesterungsprozess wurden die Proben in Glasröhrchen in ein 80° C warmes Wasserbad 
gesetzt. Die Glasröhrchen waren mit teflonbeschichteten Schraubkappen luftdicht 
verschlossen. Die auf Raumtemperatur abgekühlten Proben wurden mit 500 µl n-Hexan zur 
Extraktion und 1 ml destilliertem Wasser zur Phasentrennung versetzt. Anschließendes 
Schütteln (1 min am Schüttler S421) und 10-minütiges Zentrifugieren bei 3112 g (Labofuge 
400R, HERAEUS GmbH) ließen ca. 500 µl Überstand entstehen, der mit der Hamiltonspritze 
in spezielle GC-Messgläschen überführt wurde. Die Messröhrchen wurden mit einer 
teflonbeschichteten Dichtung ausgestatteten Schraubkappe fest verschlossen und bis zur 
Messung bei -25°C aufbewahrt. 
 
 
 
 
                                                                       
 
Eigene Untersuchungen 
41
3.2.4.2  Gaschromatographie 
 
Die Messung und Quantifizierung der Fettsäuremethylester (FAME) erfolgte am 
Gaschromatographen CP 3800 (VARIAN, Darmstadt) unter folgenden Bedingungen: 
 
 
Säule:   Omegawax TM 320 (30 m x 0,32 mm Durchmesser, 0,25 µm Film) 
Injektion:  250 °C, 1 µl Probe im Sandwich-Verfahren (Luft-Probe-Luft) 
Trägergas:  Helium; 1,5 ml / min 
Ofentemperatur: 200 °C 
Detektion:  Flammenionisationsdetektor (FID), 250 °C 
   Make-up-Gas: Stickstoff 
 
Die Chromatogramme wurden mit dem Programm Star 5.0® von VARIAN, Darmstadt unter 
Verwendung des IS als Referenzpeak aufgezeichnet und ausgewertet. 
Unter Nutzung des FIM-FAME 6 Mix (Matreya) und des Omegawax Column Testmix  
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen) konnten die FS nach der Methode von SEIDEL (2004) 
identifiziert und im ersten Falle auch quantifiziert werden. Bei der zweiten Testmischung 
(Omegawax Column test mix) war eine Schätzung der Responsfaktoren notwendig, die dann 
eine Berechnung der Konzentration ermöglichte. 
Die Auswertung mit dem Programm Star 5.0® von VARIAN erfolgte ebenfalls nach der 
Methode von SEIDEL (2004). Anhand der Peakflächen, wobei C17:0 als Standardpeak 
diente, konnte unter Zuhilfenahme des IS und der Response-Faktoren nach der Integration 
über das Computerprogramm die Konzentration der FAME pro Probe ermittelt werden.  
Weiterhin wurde der prozentuale Anteil der einzelnen FS am Gesamtgehalt errechnet, um 
einen besseren Vergleich zwischen den Versuchsreihen zu haben. 
Zuvor mussten bei einigen FS Blindwerte von der ermittelten FAME-Konzentration 
abgezogen werden. Derartige Blindwerte werden durch nicht vermeidbare Verunreinigungen 
des IS, der Lösungsmittel oder den Veresterungsreagenzien verursacht. Diese Werte wurde 
durch eine siebenfache Bestimmung und nachfolgende Mittelung der Einzelwerte erhalten 
(siehe Tab. 3.1). 
 
 
     
Fettsäure (FS) Mittelwert 
nmol FS / 
Probe 
14:0 0,49 
18:0 0,094 
22:2n6 0,239 
 
 
 
 
 
Blindwerte bei der 
Fettsäurenbestimmung 
Tab. 3.1: 
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3.2.5  Messung der Cholesteroloxidationsprodukte 
 
Cholesteroloxidationsprodukte (COP) als mögliche Folge von Ozonbehandlungen wurden 
ebenfalls unter Verwendung der Gaschromatographie am Institut für Ernährungswissen-
schaften in Halle1 bestimmt.  
1,5 ml Eidotterhomogenat (entspricht 0,5 g Eidotter) wurde in 5 ml n-Hexan / Isopropanol 
(3:2) gegeben und 30 s geschüttelt. Die Extraktion der Lipide fand in einem Schüttelinkubator 
bei 250 U / min und Raumtemperatur für einen Zeitraum von 18-20 Stunden statt. Nach 
Zentrifugation mit 2000 U / min für 10 min bei Raumtemperatur wurde der Lipidextrakt in ein 
Reagenzglas dekantiert, der danach in der Vakuumzentrifuge bei einem Druck von ca. 1 
mbar getrocknet wurde. Daraufhin wurde die Masse der Lipide bestimmt. Dies geschah 
durch die Subtraktion des Leergewichts vom Gesamtgewicht des Reagenzglases. Danach 
wurde die Cholesterolfraktion gewonnen. Die gesamten Lipide wurden im Verhältnis von 100 
mg Lipid / 1 ml Hexan / Dichlorethan (72:28) gelöst. Davon wurden 40 mg mittels einer 
fraktionierenden HPLC (HPLC-Chemstation mit HPLC-Säule 125 x 4,6 mm Chromasil 100 
Si-5µm; Detektor „Sedex“ von S.E.D.E.R.E., France und Fraktionssammler von ABIMED, 
Analysen-Technik GmbH, Langenfeld) getrennt. Die Cholesterolfraktion wurde aus diesen 
40 mg gesammelt, eingedampft und danach derivatisiert. Daraufhin wurde die Analyse der 
COP mittels Gaschromatographie (GC-17A, Shimadzu Deutschland GmbH, Berlin) und 
Massenspektrometrie (QP 5000, Shimadzu) durchgeführt (NOUROOZ  und APPELQVIST 
1988). 
 
3.2.6  Messung freier SH-Gruppen im Eiklar 
 
Die Menge an freien SH-Gruppen kann Auskunft darüber geben, in welchem Umfang 
Oxidationsprozesse im Eiklar stattgefunden haben. 
Ohne äußere Einflüsse liegen die SH-Gruppen im Eiklar zumeist in reduziertem Zustand vor. 
Greifen jedoch von außen starke Oxidationsmittel an, können die SH-Gruppen des 
Ovalbumin oxidiert werden. Das Prinzip der angewendeten Messmethode liegt darin, dass 
freie SH-Gruppen mit der farblosen Dithiodinitrobenzoesäure, auch bekannt unter dem 
Namen ELLMAN`s Reagenz, zu einem gelben Farbstoff reagieren. Dieser kann dann 
photometrisch erfasst werden (RIENER et al. 2002). 
 
3.2.6.1  Probenvorbereitung und Messung 
 
In Einmalküvetten wurde je 1 ml 9 M Harnstoff vorgelegt. Dazu wurden je 500 µl Probe 
pipettiert. Zur Demaskierung der Proteine folgte eine 10 minütige Inkubationszeit. 
Anschließend wurden in die Küvetten 500 µl 1 M Tris-HCl-Puffer (pH 8,0) und 200 µl DTNB 
(0,4 %ig in 0,1 M Phosphatpuffer, ph 7,0) unter Resuspension der Lösung zugegeben. Nach 
einer Inkubationszeit von exakt 5 min wurde bei 412 nm die Extinktion am Photometer CARY 
50 Bio (VARIAN, Zug, Schweiz) mit dem Softwareprogramm Cary Win UV der gleichen 
Firma bestimmt. Nach Erstellung von Eichkurven mit Ovalbumin konnte die Konzentration an 
freien SH-Gruppen pro ml Probe ermittelt werden (SUN und HAYAKAWA 2001). 
 
 
1besonderer Dank gilt Frau Dr. Brandsch und Prof. Dr. Eder aus dem Institut für 
Ernährungswissenschaften der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg in Halle 
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3.2.7  Elektrophorese der Kutikula-Proteine 
 
Um die Proteinzusammensetzung auf der Eischalenoberfläche von ozonierten Eiern und 
deren Kontrolleiern zu untersuchen, wurde die Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
durchgeführt. Die löslichen Kutikulaproteine, die etwa 20 % des Gesamtproteins darstellen, 
sind damit auftrennbar. 
 
3.2.7.1  Probenvorbereitung 
 
Für die Elektrophorese wurde die Kutikula von tagfrischen Eiern gewonnen. 
Allgemein kann diese Schicht mit über 40°C warmen Wasser oder aber mit Detergentien 
sowie Harnstoff von der Schale abgelöst werden. Auch mit einer mechanischen Bearbeitung 
der Eioberfläche ist dies möglich (BURLEY und VADEHRA 1989). 
Eine Gewinnung der löslichen Kutikulaproteine wurde in dieser Arbeit durch eine manuelle 
Behandlung der Eischalenoberfläche kombiniert mit Harnstofflösung erreicht (BURLEY und 
VADEHRA 1989). Dazu wurden die Eier jeweils in einen 10 x 15 cm großen 
Polypropylenbeutel gegeben, in den 2 ml 3 M Harnstoff pipettiert wurden. Daraufhin wurde 
das Ei mit sanftem Druck massiert, um die Kutikulaproteine in der das Ei umspülenden 
Harnstofflösung zu lösen und dann in Blue Cups zu überführen. 
 
Um eine definierte Menge der Proteinlösung für die Elektrophorese auftragen zu können, war 
eine Quantifizierung der Proteine in der Harnstofflösung notwendig. Dies erfolgte mit dem 
Bradfordtest.  
Die Stammlösung Roti®–Quant (Coomassie Blau, Ethanol und Phosphorsäure) für den 
Bradfordtest wurde zur Messung entsprechend der Gebrauchsanweisung im Verhältnis 2:5,5 
mit destilliertem Wasser verdünnt. Nach Zugabe von 200 µl des verdünnten Reagenz zu 10 
µl Proteinlösung in eine Mikrotiterplatte (greiner bio-one, Solingen) wurde nach 5 min 
Inkubationszeit die Extinktion bei 595 nm gemessen (VICTOR2TM, Perkin Elmer TM, MA, 
USA). Zur Eichung wurde bovines Serumalbumin (BSA) verwendet. Anhand dieser 
Ergebnisse konnte das notwendige Volumen an Proteinlösung für die Elektrophorese 
errechnet werden, in dem jeweils 30 µg Protein vorhanden sind. 
Das errechnete Volumen wurde mit der gleichen Menge an Trichloressigsäure (10 %ig) in 
einem Eppendorfgefäß versetzt und für den Fällungsprozess 30 min auf Eis gehalten. Nach 
Zentrifugation der Proben für 5 min bei 13000 U / min (Biofuge 13, HERAEUS GmbH) wurde 
der Überstand verworfen und zum Waschen des Pellets zweimal ein Ethanol-Aceton-
Gemisch (1:2) zugegeben. Nach kurzen Schütteln auf dem Rotationsschüttler (Heidolph, 
Schwabach) wurde wieder zentrifugiert und der Überstand verworfen. Nach vollständiger 
Lufttrocknung der Proben wurden 13 µl Probenpuffer (Zusammensetzung siehe Anhang) 
zugegeben. Diese messbereiten Proben konnten für maximal drei Tage bei -20°C bis zur 
weiteren Verwendung aufbewahrt werden.        
 
3.2.7.2  Elektrophorese 
 
Für die Auftrennung der löslichen Kutikulaproteine wurde eine diskontinuierliche Gel-
elektrophorese gewählt, die eine hohe Bandenschärfe bewirkt. Die Diskontinuität bezieht 
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sich auf unterschiedliche pH-Werte der Gelpuffer sowie unterschiedlicher Porengröße von 
Trenngel und Sammelgel. Das Sammelgel ist in diesem Fall großporig und hat einen pH-
Wert von 6,8, der pH-Wert des kleinporigen Trenngels liegt bei 8,8. Der pH-Wert des 
Elektrodenpuffers entspricht dem des Trenngels. 
Es wurden Gelplatten von Biorad (München) der Größe 0,75 mm x 7,3 cm x 8,3 cm für die 
Elektrophorese verwendet. Die Mischung der im Anhang angegebenen Komponenten 
erfolgte jeweils in einem Becherglas. 
Unmittelbar darauf wurden die Gelplatten im Gießstand mit den  Acrylamidlösungen mittels 
einer Pipette befüllt, da nach Zugabe der letzten Komponente (Ammoniumoxodisulfat) die 
Polymerisation rasch einsetzt. Sofort nach dem Einfüllen des Trenngels war ein 
Überschichten mit Isopropanol wichtig, damit das Gel eine glatte Oberfläche bekam. Bevor 
das Sammelgel auf das polymerisierte Trenngel aufgebracht werden konnte, musste der 
Alkohol abgegossen werden. Schließlich wurde nach dem Gießen des Sammelgels die 
Schablone für die Taschen eingesetzt. 
 
Die Elektrophorese wurde bei konstanter Spannung von 120 Volt und einer Stromstärke von 
etwa 40 mA über 120 min vorgenommen (Netzgerät Power Pac 300 und 
Elektrophoresekammer von Biorad). Nach Entnahme der Gelplatten erfolgte die 
Proteinfärbung mittels Coomassie-Blau. Dazu wurden die Gele für 30 min in eine mit 
0,5 %iger Coomassielösung gefüllte Färbeschale gelegt (0,5 g / 100 ml 6 %iger 
Perchlorsäure), das Entfärben erfolgte mittels Aqua bidest über Nacht. Mit dem 
Geldokumentationssystem Gene Genius 2 (Syngene, Frederick, MD, USA) und dem 
Softwareprogramms Gene Snap (Syngene) wurden Bilder angefertigt. 
 
3.2.8  Comet-Assay mit Keimzellen 
 
Der Comet-Assay ist eine elektrophoretische Technik, die es erlaubt, DNA-Schädigungen in 
einzelnen Zellen festzustellen. Entwickelt wurde der Test von ÖSTLING und JOHANSON 
(1994) zum Nachweis von DNA-Doppelstrangbrüchen. 
Das Prinzip des Comet-Assay beruht darauf, dass Zellen in Agarose eingebettet, lysiert und 
danach einem elektrischen Feld ausgesetzt werden. Chromosomale DNA ist zu groß um als 
Ganzes im elektrischen Feld zu wandern. Im Gegensatz dazu kann geschädigte bzw. 
fragmentierte DNA aus dem Kernverband herauswandern. Dieses Phänomen erscheint im 
Mikroskop wie ein Komet. In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen der Keimscheibe mit 
dieser Methode auf DNA-Schäden untersucht, um somit eine Aussage über die mögliche 
Beeinflussung der embryonalen DNA durch die Ozonierung machen zu können.  
 
3.2.8.1  Probenvorbereitung 
 
Um ausreichend Keimzellen (mind. 2,5 x 104) für die nachfolgenden Zellkulturversuche 
(siehe 3.2.8) bzw. den Comet-Assay (siehe 3.2.7) isolieren zu können, war ein 18-stündiges 
Anbrüten der Bruteier im Brutschrank (HEKA, Eurolux VIII, Modell Paris, Kari Farming, 
Rietberg) notwendig. Die Eier wurden mit der entsprechenden Dosierung ozoniert und 
anschließend in den Brutschrank bei 37°C und 55 % relativer Luftfeuchtigkeit bebrütet. Die 
Kontrolleier wurden während der Ozonbegasung der Versuchseier in einen dunklen Raum 
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mit gleicher Temperatur gestellt. Das Anbrüten setzte den Entwicklungsvorgang der 
Keimscheibe im Ei fort, so dass die beginnende Vermehrung der Keimzellen deren Isolierung 
am nächsten Tag erleichterte. 
Nach Entnahme der Eier aus dem Brutschrank wurden diese auf Raumtemperatur 
abgekühlt. Zunächst wurden die Eier aufgeschlagen und das Eiweiß entfernt, wobei darauf 
zu achten war, dass die Eidotterkugel nicht zerstört wird. Daraufhin musste die geschlossene 
Dotterkugel so lange vorsichtig gedreht werden, bis die Keimscheibe gut sichtbar nach oben 
zeigte. Mittels einer 100 µl Pipette wurde das Eidotterhäutchen sehr vorsichtig über der 
Keimscheibe durchstoßen. Um möglichst wenig Eidotter mitaufzusaugen, war es erforderlich, 
die Pipettenspitze so flach wie möglich zu halten. In dieser Stellung konnten die Zellen der 
Keimscheibe aufgezogen und daraufhin in Eppendorfgefäße, die mit 1 ml Hank`s Salzlösung 
(HBSS; Herstellung der Lösung siehe Anhang) befüllt waren, gegeben werden. Durch 
mehrmaliges Resuspendieren wurde erreicht, dass sich die Zellen vollständig von der 
Pipettenspitze lösten. Anschließend wurde die Suspension 6 min bei 256 g zentrifugiert 
(Multifuge 3, HERAEUS GmbH) und der Überstand verworfen. Dieser Vorgang wurde 
wiederholt, damit die Zellsuspension möglichst wenig störendes Eidotter enthielt. Daraufhin 
erfolgte die Vereinzelung der Zellen mit 100 µl Trypsin-EDTA-Lösung (Herstellung siehe 
Anhang).  Nach 2 min wurden 100 µl Iscove`s Basalmedium dazugegeben.  
Um die Menge der Zellen in der Suspension zu bestimmen, wurden zuerst die Zellzahlen in 
der Zählkammer nach Neubauer ermittelt. Dafür wurden 10 µl der Zellsuspension mit 10 µl 
Trypanblau (0,4 % in physiologischer Kochsalzlösung) vermischt, wovon wiederum 10 µl 
dieser Mischung in die Zählkammer einpipettiert wurden. Die Anzahl der vitalen Zellen wurde 
unter einem Invertmikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) bei 40-facher Vergrößerung 
bestimmt. Unter Einbeziehung des Zählkammerfaktors (104), der eingebrachten Volumen 
(10 µl Trypanblaulösung und 10 µl Zellsuspension) und der Gesamtmenge der Zell-
suspension (200 µl) konnte die Zellkonzentration errechnet werden. Für den Comet-Assay 
wurden nur Zellsuspensionen verwendet, die eine Konzentration von mindestens 2,5 x 104 
Zellen / ml enthielten. 
 
3.2.8.2  Objetktträgerbearbeitung 
 
Die von TICE und VASQUEZ (1998) beschriebene Methode  für den Comet Assay wurde für 
diese Untersuchung modifiziert, indem die Objektträger für einen guten Halt mit einer Poly-L-
Lysinlösung vorbehandelt wurden. Dafür wurden die Objektträger für 10 min in oben-
genannte Lösung (mit Aqua dest. 1:10 verdünnt) getaucht und danach bei 60°C eine Stunde 
lang im Trockenschrank getrocknet. 
Weiterhin wurden die Objektträger mit 110 µl Normalagarose (1 %ig) beschichtet. Dafür 
wurde die Agarose bei 90°C verflüssigt, dann mit einer Pipette auf den Objektträger gegeben 
und mittels eines Deckgläschens verstrichen. Nachdem die Objektträger zum Erstarren der 
Schicht eine halbe Stunde im Kühlraum gekühlt wurden, konnten die Deckgläschen 
vorsichtig zur Seite hin ziehend abgenommen werden. Nachfolgend wurden 40 µl 
Zellsuspension und 70 µl Low-Melting-Agarose (0,5 %ig) aufgetragen. Eine dritte Schicht aus 
100 µl 0,5 %iger Low-Melting-Agarose deckte die Zellschicht vollständig ab. Diese beiden 
Schichten wurden nach derselben Methode aufgetragen. War die letzte Schicht erstarrt und 
das Deckgläschen abgezogen, sollte vor dem nächsten Schritt die komplette Agarose 
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nochmals 15 min bei Raumtemperatur gefestigt werden, da dies einen sichereren Halt 
gewährt. 
Daraufhin erfolgte das Lysieren der Zellen. Dazu mussten die beschichteten Objektträger mit 
den in Agarose fixierten Zellen für eine Stunde im Kühlschrank bei 7°C in eine Lyselösung 
(Zusammensetzung siehe Anhang) getaucht werden. Hierfür eigneten sich Färbekammern 
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe), die für histologische Präparate gedacht sind. Die gläsernen 
Kammern mit den speziellen Einsätze gaben den Objektträgern einen guten Halt, ohne dass 
die Agarose beschädigt wurde. Diese Einsätze wurden dann in die mit Lyse-Lösung befüllten 
Kammern gehängt, so dass die Objektträger vollständig bedeckt waren. Die Herstellung der 
Lösung erfolgte eine halbe Stunde vor dem Lysiervorgang, um die erforderlichen 7°C durch 
Kühlung zu erreichen.  
Anschließend wurden die Objektträger mit einer Pinzette, richtungsgleich für die spätere 
Mikroskopie, in die horizontale Gelkammer (SERVA, Feinbiochemica, Heidelberg) eingelegt. 
Nach Befüllen der Kammer mit Elektrophoresepuffer mussten die Objektträger für 20 min 
darin equilibrieren. Daraufhin wurde die Elektrophorese bei 25 Volt und 300 mA 
durchgeführt. Nach 20 min Laufzeit wurden die Objektträger entnommen, dreimal mit 0,4 M 
Trispuffer (pH 7,5) neutralisiert und mit reinem Ethanol gewaschen. Hierfür wurden die in 
einem Ständer eingespannten Objektträger mit je 1 ml Trispuffer bzw. Ethanol beträufelt.  
Die Objektträger wurden bei Raumtemperatur aufbewahrt und unmittelbar vor der 
Mikroskopie mit 10 µl Ethidiumbromid angefärbt.  
 
3.2.8.3  Mikroskopie 
 
Die Objektträger wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop (Anregung bei 510-560 nm, mit 
Emissionsfilter von 580-590 nm) bei 40-facher Vergrößerung betrachtet (Axioskop 2 mot 
plus, Zeiss, Jena). Die DNA erscheint bei dem hier verwendeten Farbstoff Ethidiumbromid 
mit oranger Farbe bei schwarz-rotem Hintergrund. Die digitale Bildaufnahme einzelner Zellen 
wurde mit der integrierten Kamera (AxioCam MRc, Zeiss)  durchgeführt. Die weitere 
Verarbeitung und Speicherung der Bilder war mit dem Softwareprogramm Axiovision 4  
(Zeiss) möglich. 
Die Objektträger wurden meanderförmig nach Zellen abgesucht, welche sofort mit der 
Kamera fotografiert und in eine Klasse eingestuft wurden. Für die Dokumentation der Zellen 
wurden von jedem Objektträger, der einem Ei entspricht, je nach Möglichkeit 30 - 60 Zellen 
ausgewertet. 
 
3.2.8.4  Auswertung 
 
Für eine objektivierte Beurteilung der Zellen wurden die angefertigten Bilder erst nach der 
Auswertung identifiziert. Die Auswertung erfolgte nach Angaben von KAMMANN (2003). Die 
Zellen wurden in vier Klassen eingeteilt: Klasse 1 entspricht den ungeschädigten Zellen ohne 
Schweif, die Klasse 2 wird von leicht geschädigten Zellen mit einem kleineren 
Kometenschweif dargestellt. Stark geschädigte Zellen der Klasse 3 haben einen 
ausgeprägten Schweif. Am stärksten geschädigt sind Zellen der Klasse 4 mit vollständig vom 
Zellkern getrennten Schweifen (Tab.3.2). 
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Zellkategorie Schweifgröße 
Klasse 1 kein Schweif sichtbar 
Klasse 2 < 1 x d des Zellkerns mit Kontakt an DNA 
Klasse 3 > 1 x d des Zellkerns mit Kontakt an DNA 
Klasse 4 abgelöster Schweif vom Kern ohne Kontakt an DNA 
 
 
Daraus lässt sich nach folgender Formel ein Score für jeden einzelnen Objektträger  
errechnen: 
(a x 0)+(b x 1)+(c x 2)+(d x 3) = Score 
a+b+c+d = Gesamtzahl der ausgezählten Zelle 
wobei 
 
a = ausgezählte Anzahl der Zellen Klasse 1 x 100 
   Gesamtausgezählte Zellen 
 
b = ausgezählte Anzahl der Zellen Klasse 2 x 100 
   Gesamtausgezählte Zellen 
 
c = ausgezählte Anzahl der Zellen Klasse 3 x 100 
   Gesamtausgezählte Zellen 
 
d = ausgezählte Anzahl der Zellen Klasse 4 x 100 
   Gesamtausgezählte Zellen 
 
Der Score kann einen Wert von 0 bis 300 annehmen. 
 
 
3.2.9  Zellkulturversuche mit Keimzellen 
 
Um das Maß der Zellschädigung von Keimzellen nach einer Ozonbehandlung bei Bruteiern 
weitergehend einzuschätzen, wurde nach der Ozonbehandlung die Zellvermehrung von 
isolierten Zellen der Keimscheibe im Kulturmedium im Vergleich zur Kontrollgruppe 
untersucht. 
 
 
3.2.9.1  Probenvorbereitung und Zählung 
 
Die Probenvorbereitung für die Zellkulturversuche entsprach der des Comet- Assays. 
Nach Berechnung der Zellkonzentration wurde das Volumen der Zellsuspension berechnet, 
das 1x105 Zellen enthält. Als Anzuchtmedium diente Iscove´s Basalmedium, dem als Schutz 
vor mikrobiellen Verderb 100 U / ml Penicillin und 100 U / ml Streptomycin zugesetzt waren. 
Einstufungsschema der fotografisch dokumentierten Zellen, d= Durchmesser Tab.3.2: 
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Davon wurden je 3 ml in Kulturflaschen (25 ml) überführt. Anschließend wurden 1x105 Zellen 
in die Flaschen ausgesät.  
Die Zellen wurden in diesem Medium bei 37°C, 5 % CO2-Gehalt und wassergesättigter 
Atmosphäre kultiviert. Nach Vorversuchen liegt die Zellzahl bei den angezüchteten Zellen am 
8. Tag am höchsten und fällt danach wieder ab. Somit wurden die Zellen an diesem Tag 
nach mehrmaligen Resuspendieren und Volumenmessung des Flascheninhaltes (Medium 
und darin befindliche Zellen) unter dem Invertmikroskop (Zeiss) gezählt. Die Arbeitsweise 
der Zellzählung entspricht 3.2.8.1.  
 
 
3.3  Statistik 
 
Aus allen gemessenen Werten einer Versuchreihe wurden mittels Software-Programm 
Microsoft Excel die Mittelwerte (MW) und deren Standardabweichungen (SD) ermittelt. 
Anschließend wurden alle Daten mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung 
geprüft (STATISTIKA, Version 5, StatSoft).   
War eine Normalverteilung gegeben, wurden die MW der beiden Gruppen (Ozon und 
Kontrolle) mit dem Student-t-Test (Microsoft Excel) verglichen. Bei p<0,05 wurde ein 
signifikanter Unterschied der beiden Gruppen angenommen.  
Bei nicht normalverteilten Versuchsreihen, was bei einigen Fettsäuren der Fall war, wurden 
die MW mit dem Mann–Whitney-Rank-Sum-Test (STATISTIKA, Version 5, StatSoft) 
verglichen. Auch hier wurde ein signifikanter Unterschied der beiden Gruppen bei p<0,05 
angenommen.  
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3.4  Ozon-Dosierungen im Überblick 
 
Einen Überblick über die erhobenen Daten in den verschiedenen Konzentrationen gibt  
Tabelle 3.3. 
 
 Tab. 3.3:  Durchgeführte Versuche in den verschiedenen Dosierungen 
 
 Dosierungen Durchgeführte Untersuchungen 
Geringe Dosierung 1 % Ozonkonz.; 
20 min Einwirkzeit 
Vitamingehalt; Fettsäuremuster; 
SH-Gruppen; Comet-Assay; 
Kutikulaproteine; Zellkultivierung 
Mittlere Dosierung 2,5 % Ozonkonz.; 
40 min Einwirkzeit 
Vitamingehalt; Fettsäuremuster; 
SH-Gruppen; Comet-Assay; 
Zellkultivierung 
Hohe Dosierung 5,2 % Ozonkonz.; 
60 min Einwirkzeit 
Vitamingehalt; Fettsäuremuster; 
SH-Gruppen; Comet-Assay; 
Zellkultivierung; COP  
 
 
 
 
 
vollständiges 
Ei 
(in ovo-
Versuch) 
Praxisdosierung 1 % Ozonkonz.; 
120 min Einwirkzeit 
 
Vitamingehalt; Comet Assay; 
Kutikulaproteine*; Zellkultivierung 
Geringe Dosierung 1 % Ozonkonz.; 
20 min Einwirkzeit 
 
Vitamingehalt; Fettsäuremuster; 
SH-Gruppen 
Mittlere Dosierung 2,5 % Ozonkonz.; 
40 min Einwirkzeit 
 
Vitamingehalt; Fettsäuremuster; 
SH-Gruppen 
 
 
isoliertes 
Eidotter bzw. 
Eiklar 
(in vitro-
Versuch) Hohe Dosierung 5,2 % Ozonkonz.; 
60 min Einwirkzeit 
 
Vitamingehalt; Fettsäuremuster; 
SH-Gruppen; COP 
 
 
 
* Wegen der Eindeutigkeit einer Wirkung von Ozon bei geringer Dosierung war keine     
Wiederholung des entsprechenden Versuchs in einer höheren Dosierung nötig. 
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4    Ergebnisse 
 
4.1    Einfluss von Ozon auf den Vitamingehalt im Eidotter 
 
Die Ozonierung der intakten Eier (in ovo-Versuch) hatte in allen Dosierungen keinen 
signifikanten Einfluss auf Vitamin A. Der Vitamin E-Gehalt hingegen wurde nach der hoch 
und mittel dosierten Ozonbehandlung signifikant gegenüber der Kontrollgruppe verringert 
(Tab.4.2).  
 
Der in vitro-Versuch ergab für beide Vitamingruppen signifikante Unterschiede. Beim Vitamin 
A zeichneten sich diese am stärksten ab. Hier waren in allen Dosierungen verminderte Werte 
in der ozonbehandelten Gruppe messbar, wobei eine dosisabhängige Reduzierung 
erkennbar wurde. Beim Vitamin E war jedoch nur bei der hohen Dosierung ein signifikanter 
Unterschied messbar (Tab.4.1). 
 
 
 
 
 
 
 
mg / g Eidotter Kontrolle Ozon Signifikanz 
In ovo    
Hohe 
Dosierung 14±2,46 14,8±2,1 n.s. 
Mittlere 
Dosierung 14,2±2,23 16,1±1,99 n.s. 
Geringe 
Dosierung 13,0±2,81 12,3±1,55 n.s. 
Praxis-
dosierung 13,4±1,97 12,8±1,47 n.s. 
In vitro    
Hohe 
Dosierung 12,89±0,8* 6,56±0,61 p<0,05 
Mittlere 
Dosierung 12,89±0,8* 9,60±0,88 p<0,05 
Geringe 
Dosierung 12,89±0,8* 9,73±1,08 p<0,05 
Tab. 4.1:    Einfluss von Ozon auf den Vitamin A-Gehalt im Eidotter (MW±SD; n=7) 
       n.s. = nicht signifikant, signifikant bei p<0,05 
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µg / Eidotter Kontrolle Ozon Signifikanz 
In ovo    
Hohe 
Dosierung 90,8 ±11,72 78,0±12,26 p<0,05 
Mittlere 
Dosierung 99,1±9,67 67,7±8,45 p<0,05 
Geringe 
Dosierung 123,6±8,45 140,0±20,34 n.s. 
Praxis-
dosierung 90,1±12,80 95,1±15,67 n.s. 
In vitro    
Hohe 
Dosierung 93,03±12,41** 55,74±6,04 p<0,05 
Mittlere 
Dosierung 93,03±12,41** 83,66±11,57 n.s. 
Geringe 
Dosierung 93,03±12,41** 95,94±6,64 n.s. 
 
 
 Die mit * und ** gekennzeichneten Ergebnisse sind identische  
Messungen. 
 
 
 
4.2    Veränderungen des Fettsäuremusters im Eidotter durch Ozon 
 
4.2.1    In ovo-Versuch 
 
Die Untersuchung der FS-Muster im Eidotter von ozonbehandelten Eiern und Kontrolleiern 
ergab bei den mit geringer Dosierung behandelten Eiern keinen signifikanten Unterschied 
(siehe Tab. 4.3 und 9.3). Bei der Begasung mit mittlerer Dosierung waren Differenzen der 
prozentualen Anteile im FS-Muster von behandelten Eiern und Kontrolleiern zu erkennen 
(siehe Tab. 4.3 bzw. 9.2). Hier waren der Prozentsatz der Palmitin-, Dihomogammalinolen- 
und Arachidonsäure der behandelten Eier erniedrigt und der Anteil der Docosadien- und 
Vaccensäure dieser Eier erhöht. Die mit hoher Dosierung begasten Eier erbrachten ebenfalls 
Veränderungen im FS-Muster. Während die Ölsäure bei den behandelten Eiern prozentual 
weniger vertreten war, wiesen die anderen FS einen höheren Anteil in den behandelten FS 
auf (Palmitin-, Docosadien-, Arachidon-,  Adren-, Docosapentaen-, Docosahexaensäure). 
Die Werte sind der Tabelle 4.3 bzw. 9.1 zu entnehmen. 
Beim Vergleich der FS-Gruppen (Summe der ungesättigten FS, Summe der einfach 
ungesättigten FS und Summe der mehrfach ungesättigten FS siehe Abbildungen 4.1, 4.2, 
4.3) ergaben sich jedoch in allen drei Dosierungen keine signifikanten Unterschiede. 
 
 
Tab.4.2:    Einfluss von Ozon auf den Vitamin E-Gehalt im Eidotter (MW±SD; n=7), 
     n.s. = nicht signifikant, signifikant bei p<0,05 
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Anteil FS am 
Gesamtgehalt 
in % In ovo In vitro 
Hohe 
Dosierung Kontrolle Ozon Signifikanz Kontrolle Ozon Signifikanz 
C16:0 25,59±1,32 25,37±1,41 n.s 24,72±1,82 26,39±1,05 n.s 
C18:0 9,77±0,81 11,1±0,68 p<0,05 8,96±0,29 9,35±0,71 n.s 
C18:1n9 41,46±2,17 38,18±2,9 p<0,05 38,59±1,81 37,88±1,13 n.s 
C18:1n7 2,02±0,23 2,82±0,77 n.s. 2,07±0,15 2,00±0,15 n.s 
C18:2n6 15,77±2,04 15,96±2,46 n.s 18,56±0,69 17,88±1,13 n.s 
C18:3n3 0,47±0,09 0,45±0,11 n.s 0,75±0,07 0,76±0,09 n.s 
C20:3n6 0,18±0,04 0,2±0,02 n.s 0,13±0,02 0,11±0,01 n.s 
C20:4n6 2,35±0,27 3,07±0,3 p<0,05 2,65±0,19 2,33±0,20 p<0,03 
Mittlere 
Dosierung 
      
C16:0 26,42±0,84 25,53±1,39 n.s. 26,02±0,80 28,02±0,98 p<0,05 
C18:0 11,24±0,87 10,22±0,3 p<0,05 10,31±0,48 11,26±0,36 p<0,05 
C18:1n9 38,17±2,63 40,52±1,8 n.s. 40,15±0,94 38,44±0,95 p<0,05 
C18:1n7 2,04±0,19 2,61±0,29 p<0,05 2,4±0,25 2,13±0,16 p<0,05 
C18:2n6 15,34±1,45 15,27±0,79 n.s. 14,67±0,98 13,88±1,04 n.s. 
C18:3n3 0,4±0,09 0,45±0,05 n.s. 0,46±0,06 0,44±0,06 n.s. 
C20:3n6 0,21±0,03 0,17±0,02 p<0,05 0,18±0,04 0,17±0,04 n.s. 
C20:4n6 3,35±0,79 2,63±0,18 p<0,05 2,71±0,24 2,61±0,31 n.s. 
Geringe 
Dosierung 
      
C16:0 25,4±0,78 25,64±1,04 n.s. 27,24±1,02 27,65±0,92 n.s. 
C18:0 10±0,91 10,61±1,06 n.s. 10,22±0,7 10,48±0,74 n.s. 
C18:1n9 39,04±1,52 37,7±0,86 n.s. 42,09±1,8 41,84±1,73 n.s. 
C18:1n7 2,91±0,34 2,57±0,62 n.s. 1,97±0,23 1,83±0,22 n.s. 
C18:2n6 16,17±1,85 16,94±2,12 n.s. 13±2,14 12,79±2,1 n.s. 
C18:3n3 0,46±0,09 0,5±0,1 n.s. 0,26±0,04 0,26±0,04 n.s. 
C20:3n6 0,18±0,01 0,2±0,02 n.s. 0,17±0,03 0,17±0,02 n.s. 
C20:4n6 3,04±0,29 3,03±0,45 n.s. 2,47±0,12 2,39±0,12 n.s. 
Tab. 4.3: Auszug aus Tab. 9.1,2 und 3 des Anhangs; Vergleich des FS-Musters im Eidotter von 
ozonbehandelten und unbehandelten Eiern (MW±SD, n=7), signifikant bei p<0,05 
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Vergleich der Anteile von gesättigten und ungesättigten FS im Eidotter 
(MW±SD), Hohe Dosierung, in ovo 
Vergleich der Anteile von gesättigten und ungesättigten FS im Eidotter 
(MW±SD), Mittlere Dosierung, in ovo 
 
Abb. 4.1: 
Abb. 4.2: 
Kontrolle; n= 7 Ozon; n=7 
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4.2.2    In vitro-Versuch 
 
Nach Begasung der Eier mit niedriger Dosierung waren keine Unterschiede zwischen dem 
FS-Muster von behandelten und unbehandelten Eidottern erkennbar (siehe Tab. 4.3 bzw. 
Anhang 9.3). Das Fettsäuremuster der mit mittlerer Dosierung behandelten Eidotter 
differierte in einigen Fettsäuren signifikant von den Kontrolleiern. Palmitin- und Stearinsäure 
waren bei den ozonbehandelten Eidottern erhöht, Öl-, Vaccen-, Docosadien-, Docosa-
hexaensäure dagegen erniedrigt. Die Werte der FS-Anteile sind der Tab. 4.3 bzw. im 
Anhang Tab. 9.2 entnehmen. 
Aus der Behandlung der Eidotter mit einer hohen Dosierung resultierte eine signifikante 
Erniedrigung der Fettsäuren Arachidon- und Docosadiensäure (siehe Tab. 4.3 bzw. im 
Anhang 9.1).  
Beim Vergleich der Fettsäuregruppen waren jedoch in allen Dosierungen keine signifikanten 
Unterschiede erkennbar (siehe Abbildungen 4.4, 4.5, 4.6). 
 
 
 
 
 
Vergleich der Anteile von gesättigten und ungesättigten FS im Eidotter 
(MW±SD), Geringe Dosierung, in ovo 
 
Abb.4.3: 
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Vergleich der Anteile von gesättigten und ungesättigten FS im Eidotter 
(MW±SD), Hohe Dosierung, in vitro 
  
Vergleich der Anteile von gesättigten und ungesättigten FS im Eidotter 
(MW±SD), Mittlere Dosierung, in vitro 
Abb. 4.4: 
Abb. 4.5: 
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4.3 Einfluss von Ozon auf die Produktion von Cholesteroloxidationsprodukten im 
Eidotter  
 
Die Ozonbehandlung mit hoher Dosierung bewirkte bei den Eidottern in beiden 
Versuchsarten (in ovo und in vitro-Versuch) einen Anstieg aller gemessenen Oxidations-
produkte (7ß-OH-Cholesterol, ß-Epoxid, α-Epoxid, Cholestantriol, 25-OH-Cholesterol, 7-
Keto-Cholesterol). Signifikante Unterschiede ergaben sich bei der in ovo-Versuchsreihe nur 
bei 7 β-OH-Cholesterol, α-Epoxid und 7-Keto-Cholesterol. Eine Behandlung der Eidotter in 
vitro  erbrachte signifikante Erhöhungen aller gemessenen COP außer 25-OH-Cholesterol. 
Die erhaltenen  Werte sind der Tabelle 4.4 zu entnehmen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Vergleich der Anteile von gesättigten und ungesättigten FS im Eidotter 
(MW±SD), Geringe Dosierung, in vitro 
 
Abb. 4.6: 
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µg / g Eidotter 
Kontrolle 
n=3 
a 
Ozon 
n=3, in ovo 
b 
Ozon 
n=3, in vitro 
c 
Signifikanz 
für a,b, 
Signifikanz 
für a,c 
7β-OH-Chlesterol 0,2±0,02 0,28±0,01 0,67±0,18 p<0,05 p<0,05 
β-Epoxid 1,42±0,11 2,26±0,76 9,09±2,67 n.s. p<0,05 
α-Epoxid 1,49±0,17 2,61±0,27 6,39±2,33 p<0,05 p<0,05 
Cholestantriol 0,24±0,03 0,34±0,09 1,25±0,54 n.s. p<0,05 
25-OH-Cholesterol 0,015±0,014 0,186±0,203 0,05±0,024 n.s. n.s. 
7-Keto-Cholesterol 0,31±0,07 0,55±0,10 1,68±0,42 p<0,05 p<0,05 
 
 
 
 
4.4 Veränderungen des Gehalts freier SH-Gruppen im Eiklar 
 
Die Messung der freien SH-Gruppen ließ nach Behandlung des Eiklars in der hohen 
Dosierung, sowohl beim in vitro- als auch beim in ovo-Versuch signifikante Unterschiede 
zwischen den Kontrolleiern und Ozoneiern erkennen. Die Begasung des Eiklars mit mittlerer 
und geringer Dosierung bewirkten bei beiden Versuchsarten keine signifikanten 
Unterschiede. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.5 dargestellt. 
 
 
 
 
 
Tab. 4.5:    Einfluss von Ozon auf den Gehalt an freien SH-Gruppen im Eiklar (MW±SD), 
        n.s. = nicht signifikant, signifikant bei p<0,05, n=7 
 
 
 
 
 
 
µmol SH-Gruppen / mg Eiklar Kontrolle               Ozon                   Signifikanz 
 In ovo 
    
Hohe Dosierung 7,8 6,3 p< 0,05 
Mittlere Dosierung 9,6 8,04 n. s.  
Geringe Dosierung 9,0 9,24 n. s.  
In vitro 
   
Hohe Dosierung 9,36 6,72 p< 0,05 
Mittlere Dosierung 9,60 9,68 n. s.  
Geringe Dosierung    10,5 10,2 n. s.  
Einfluss von Ozon auf die Entstehung von Oxidationsprodukten im Eidotter 
bei hoher Dosierung (MW±SD), n.s. = nicht signifikant, signifikant bei p<0,05 
Tab. 4.4: 
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4.5  Einfluss von Ozon auf lösliche Kutikulaproteine 
 
Schon bei der geringen Dosierung ließen sich in der Gelelektrophorese keine kutikulatypischen 
Banden (siehe Kontrollen) mehr abbilden. Die Banden bei 32 und 45 Kilodalton waren bei den 
behandelten Proben nahezu nicht erkennbar (siehe Abb. 4.7). Die Bande bei 80 kDa ist auf ein 
Protein der Eischale zurückzuführen.  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   Oz        Oz          Oz         PL                      Ko        Ko         Ko 
Gelelektrophorese der löslichen Kutikulaproteine bei 
geringer Dosierung 
Oz= Ozon, Ko= Kontrolle, PL= Proteinleiter, n=3 
 
 
 
 
 
80 kDa 
 
 
 
45 kDa 
 
 
 
32 kDa 
Abb.4.7: 
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4.6      Einfluss von Ozon auf die DNA im befruchteten Hühnerei 
 
Bei der Auswertung des Comet-Assays der mit hoher Dosierung behandelten Eiern konnte ein 
signifikanter Anstieg von Zellen mit einem großen Kometen festgestellt werden. 
Dementsprechend war die Anzahl der Zellen ohne Komet bei den behandelten Zellen signifikant 
vermindert. Die Anzahl der Zellen mit kleinem Komet war nicht signifikant verschieden (siehe 
Abb. 4.8).  
Aus der Behandlung der Bruteier mit der mittleren Dosierung resultierte ebenfalls eine 
signifikante Erniedrigung der ungeschädigten Zellen und einer gleichzeitigen Erhöhung der 
Zellen mit einem kleinen Kometen. Die Anzahl der stark geschädigten Zellen veränderte sich 
nicht signifikant bei den Zellen aus behandelten Eiern (siehe Abb.4.9). 
Die Behandlung der Bruteier mit geringer Dosierung oder Praxisdosierung führte in allen 
Zellkategorien zu keinen signifikanten Unterschieden zwischen Zellen aus Kontrolleiern und 
behandelten Eiern. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 4.10 und 4.11 dargestellt. 
Beim Vergleich der berechneten Scores konnte zwischen Kontrollgruppe und ozonbehandelter 
Gruppe ein signifikanter Unterschied nach Begasung der Eier mit hoher und mittlerer Dosierung 
festgestellt werden. Nach Behandlung mit geringer und Praxisdosierung waren die Scores 
zwischen Kontrolle und behandelten Eiern nicht signifikant verschieden. Die Werte sind der 
Tabelle 4.6 zu entnehmen.  
Insgesamt wurden keine Zellen der Klasse 4 gefunden. 
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Abb. 4.8: Prozentuale Anteile der Zellkategorien an den gesamt ausgezählten 
Zellen eines Objektträgers bei hoher Dosierung,   MW ± SD, unter-
schiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten Unterschied 
zwischen gleichen Zellkategorien 
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Abb. 4.9: Prozentuale Anteile der Zellkategorien an den gesamt ausgezählten 
Zellen eines Objektträgers bei mittlerer Dosierung, MW ± SD, 
unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten 
Unterschied 
a 
   a` 
   b` 
b 
Abb. 4.10: Prozentuale Anteile der Zellkategorien an den gesamt 
ausgezählten Zellen eines Objektträgers bei geringer Dosierung, 
MW ± SD 
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Kontrolle Ozon Signifikanz 
Hohe Dosierung 
 
152,6±12,83 
 n=5 
232,0±21,84 
 n=6 
p< 0,05 
Mittlere Dosierung 152,6±12,83 
 n=5 
184,8±20,01 
 n=7 
p< 0,05 
Geringe Dosierung 
 
119,6±12,43 
n-5 
125,2±21,84 
n=6 
n.s. 
Praxisdosierung 136,7±19,25 
 n=8 
145,6±21,88 
 n=5 
n.s. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.11: Prozentuale Anteile der Zellkategorien an den gesamt 
ausgezählten Zellen eines Objektträgers bei Praxisdosierung,  
MW ± SD 
 Tab. 4.6:         Vergleich des Scores in den verschiedenen Dosierungen (MW ± SD) 
          n.s. = nicht signifikant, signifikant bei p<0,05 
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Beispiel für eine Zelle aus einem Brutei ohne Kometen  
(Klasse 1) nach Anfärbung mit Ethidiumbromid 
Abb. 4.12: 
Bespiel für eine Zelle aus einem Brutei mit großem 
Kometen (Klasse 3) nach Anfärbung mit Ethidiumbromid 
Beispiel für eine Zelle aus einem Brutei mit kleinem 
Kometen (Klasse 2) nach Anfärbung mit Ethidiumbromid 
Abb. 4.13: 
Abb. 4.14: 
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4.7 Einfluss von Ozon auf das Wachstum kultivierter Zellen aus befruchteten 
Hühnereiern 
 
Es konnte nach Behandlung in verschiedenen Dosierungen kein signifikanter Unterschied 
zwischen den kultivierten Zellen aus den Kontrolleiern und den Zellen aus den behandelten 
Eiern festgestellt werden (siehe Tab. 4.7).  
 
 
 
 
 
Kontrolle Ozon 
 
Signifikanz 
Hohe Dosierung 5,36x10
5±1,38x105 
n=7 
4,2 x105±1,88 x105 
n=6 n.s. 
Mittlere Dosierung 5,35x10
5±1,38 x105 
n=7 
4,25 x105±1,21 x105 
n=5 n.s. 
Geringe Dosierung 4,49 x10
5±1,64 x105 
n=7 
3,67 x105±1,02 x105 
n=7 n.s. 
Praxisdosierung 4,49 x10
5±1,64 x105 
n=7 
2,83 x105±2,44 x105 
n=7 n.s. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 4.7: Zellzahl am Tag 8, nach Kultivierung von 1x105  Zellen aus dem Hühnerei (MW±SD), 
n.s. = nicht signifikant 
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5 Diskussion 
 
Ozon als starkes Oxidationsmittel wird bereits seit einiger Zeit zur Reinigung oder 
Desinfektion in verschiedenen Bereichen der Industrie eingesetzt (z.B. Trinkwasserflaschen, 
Schwimmbäder). Die Oxidationskraft von Ozon zerstört wichtige Bestandteile der Bakterien. 
Es macht diese überlebensunfähig, indem Moleküle der Bakterienmembran oxidiert werden 
und somit die Permeabilität der Bakterienzelle verändert wird (KOIDIS et al. 2000).  
Die Vorteile dieses Stoffes sind neben dem großen Wirkspektrum die leichte Herstellung und 
Anwendung sowie der umweltfreundliche Zerfall zu zweiatomigem Sauerstoff. Die große 
Reaktionsfreude des Ozons kann aber auch von Nachteil sein, wenn wichtige Bestandteile 
des zu desinfizierenden Gutes negativ verändert werden. Zahlreiche Untersuchungen in den 
letzten Jahren konnten beweisen, dass Ozon mit vielen Biomolekülen reagiert, allerdings mit 
einer sehr unterschiedlichen Reaktionsgeschwindigkeit. Die Schadwirkung dieses Stoffes 
wird vermutlich durch dessen Oxidationsprodukte hervorgerufen, da Ozon selbst nicht sehr 
tief ins Gewebe eindringen kann (PRYOR 1992). Diese geringe Eindringtiefe resultiert aus 
der hohen Reaktivität des Ozons. Der Effekt von Ozon hängt also sehr davon ab, auf welche 
Art von Molekülen Ozon anfänglich stößt. Im Fall von inhaliertem Ozon, das auf die 
Oberfläche der luftleitenden Wege der Lunge trifft, sind es hauptsächlich Lipide oder 
Proteine, welche mit Ozon in Aktion treten. Es entstehen unterschiedlich aggressive 
Oxidationsprodukte (u.a. LOP) und Radikale (v.a. ROS), die teilweise sehr viel längerlebig 
als Ozon sind und leichter ins Gewebe diffundieren können. Bei längerer Ozoneinwirkung ist 
zudem die Oberfläche soweit verändert, dass Ozon aufgrund der veränderten Permeabilität 
der Epithelzellen selbst leichter ins Gewebe eindringen kann und direkt reagiert (GOHEEN et 
al 1986). Sekundärprodukte wie LOP und COP haben zwar ähnliche Angriffspunkte wie 
Ozon, doch besteht ein gravierender Unterschied. Das Hydroxyl-Radikal als Vertreter der 
ROS reagiert relativ unspezifisch mit biologischem Material. Dies wird ersichtlich aus den 
durchweg hohen Umsatzgeschwindigkeiten dieses Radikals mit biologischen Molekülen, die 
zwischen 109-1010 M x sec-1 liegen (POSTLETHWAIT et al. 1999). Allgemein gilt, dass ROS 
weniger Lipide, sondern vor allem Moleküle der DNA angreifen; Ozon attackiert eher 
Bestandteile der Lipide und Proteine. 
Sowohl aus dem Bereich der Lebensmittelindustrie als auch aus anderen Industriezweigen 
(Textilbranche, Trinkwasser, Schwimmbäder) finden sich bereits einige Studien über die 
Wirksamkeit von Ozon als Desinfektionsmittel (CIARDELLI et al. 2001; BAUMGÄRTNER 
2002; TUIN und BOS 2004). Im Gegensatz dazu fehlen noch weitgehend Untersuchungen, 
die sich auf mögliche nachteilige Veränderungen am zu desinfizierenden Gut beziehen. Soll 
jedoch die Methode zur Bruteidesinfektion etabliert werden, muss gewährleistet sein, dass 
etwaige Veränderungen gering bleiben, damit letztendlich die Entwicklung des Embryos nicht 
beeinträchtigt wird. 
 
Ziel der Arbeit war es daher, zu prüfen, ob durch eine Ozonbehandlung von Bruteiern zur 
Keimreduktion auf der Eischale für eine ungestörte embryonale Entwicklung notwendige 
Eiinhaltsstoffe nachteilig verändert werden. Bei einer denkbaren Anwendung dieser 
Desinfektionsmethode an Konsumeiern musste zudem eine mögliche Veränderung der 
Nährstoffe beurteilt werden. Um dieser Zielstellung gerecht zu werden, wurden mehrere 
Stoffklassen untersucht. Für die Analysen wurden die leicht oxidierbaren Stoffgruppen 
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ausgewählt, um die möglichen Veränderungen schon bei geringer Ozoneinwirkung erfassen 
zu können. Es wurde weiterhin versucht, möglichst für jede Dosierung alle gewählten 
Methoden durchzuführen, um eine eventuelle Dosisabhängigkeit abzuklären. Waren jedoch 
schon bei der geringen Dosierung starke Veränderungen zur Kontrollgruppe gegeben, blieb 
der Versuch auf die eine Dosierung beschränkt (z.B. Elektrophorese der Kutikulaproteine). 
Für die Untersuchungen des Eiinhaltes wurden zudem modellhaft in vitro-Versuche 
durchgeführt, d.h. es wurden Eidotter und Eiklar voneinander getrennt, homogenisiert und 
beides in einer Petrischale dem Ozon ausgesetzt. Diese Versuchsform sollte die Wirkung 
des direkten Ozoneinflusses verdeutlichen und mögliche Unterschiede zu den Versuchen am 
intakten Ei aufzeigen.  
Aus der Literatur ist bekannt, dass sowohl ungesättigte FS der Lipidfraktion und Sterine, als 
auch die AS der Proteine bevorzugte Angriffspunkte des Ozons sind (UPPU und PRYOR 
1994). Da sich die Lipidfraktion des Eis fast vollständig im Dotter befindet, musste die 
Analyse des FS-Musters im Eidotter durchgeführt werden. Eine weitere Untersuchung im 
Eidotter war die Messung der fettlöslichen Vitamine A und E und die Bestimmung von COP. 
Um ozonbedingte Veränderungen an Proteinen festzustellen, wurden einerseits Analysen an 
der Eischalenoberfläche, der Kutikula und andererseits im Eiklar vorgenommen. Die sehr 
empfindliche embryonale DNA wurde ebenso auf Schäden geprüft. 
 
5.1 Diskussion der Methoden 
 
Die Diskussion der für die Arbeit modifizierten Methoden soll im folgenden darlegen, warum 
diese für die vorliegende Arbeit  ausgewählt wurden.  
Etablierte Methoden wie die FS-Bestimmung und Messung von COP am GC und die 
Vitaminbestimmung mittels HPLC sowie die Zählung der freien SH-Gruppen konnten für die 
Versuche in dieser Arbeit nach kleinen Modifikationen übernommen werden und sollen nicht 
weiter diskutiert werden. 
 
5.1.1 Versuchsaufbau und Dosierungen der Ozonierung 
 
Vor Beginn der biochemischen Analysen war es notwendig, in Zusammenarbeit mit dem 
Institut der Lebensmittelhygiene verschiedene Ozonierungsstufen festzulegen. Zum einen 
musste eine Konzentration in der Begasungskammer festgesetzt werden und zum anderen  
die Einwirkzeit, d.h., wie lange die Eier nach Erreichen der Ozonkonzentration in der 
Kammer verbleiben mussten. Durch Kombination der beiden Parameter konnten für die 
Untersuchungen verschiedene Varianten an Ozonierungsbedingungen gebildet werden. Der 
Vergleich der Ozonkonzentration erwies sich aufgrund der unterschiedlichen Angaben aus 
der Literatur als recht schwierig. Einerseits waren sehr unterschiedliche Angaben bezüglich 
der Einheiten zu finden, andererseits wurden die Untersuchungen in verschiedenen Medien 
durchgeführt (Luft bzw. Wasser).  
Um extreme Auswirkungen zu provozieren, wurde eine sehr hohe Dosierung mit 5 % Ozon in 
der Begasungskammer bei einer Einwirkzeit von einer Stunde angesetzt. Dies entspricht ca. 
dem 1,6-fachen einer vergleichbaren Studie mit 3,06 % von WHISTLER und SHELDON 
(1989). Des Weiteren wurden eine geringe Dosierung und eine mittlere Dosierung 
festgesetzt. Die geringe Dosierung (1 % Konzentration und 20 min Einwirkzeit) lag weit unter 
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der in der oben genannten Literatur beschriebenen Konzentration (2,83 %). Die mittlere 
Dosierung als Zwischenstufe der beiden anderen entsprach mit 2,5 % Konzentration (bei 40 
min Einwirkzeit) etwa der geringen Konzentration in den Versuchen von WHISTLER und 
SHELDON. In Vorversuchen des Instituts für Lebensmittelhygiene konnte nur mit der 
geringen Dosierung ein befriedigendes Ergebnis im Hinblick auf die Schlupfrate der 
begasten Eier erzielt werden. Damit wurde allerdings keine ausreichende Salmonellen-
reduktion erreicht. Dies gab Anlass eine Dosierung zu ermitteln, die beiden Anforderungen 
gerecht wurde. Erreicht wurde dieses Resultat bei einer Kontamination der Eischale mit 103 
Keimen S. Enteritidis durch eine geringe Konzentration (1 %), die mit einer langen 
Einwirkzeit (120 min) kombiniert wurde. 
 
5.1.2          Comet-Assay 
 
Unter den zahlreichen Möglichkeiten, den Grad der Oxidation an DNA zu untersuchen 
(Messung von 8-Oxoguanin, „Alkalische DNA Aufwindung“, „Alkalische Filterelution“ oder 
Chromatographieverfahren; European standards committee on oxidative DNA damage 
ESCODD, 2003), erschien in dieser Arbeit der Comet-Assay als eine unkomplizierte und 
einfache Methode, um einen Überblick über mögliche DNA-Schäden zu bekommen. Beim 
Vergleich verschiedener Methoden wurde die Messung von 8-Oxoguanin mittels HPLC vom 
ESCODD als sehr zuverlässig beurteilt. Doch in Bezug auf die Empfindlichkeit ist der Comet-
Assay der Chromatographie überlegen. Aufgrund der Betrachtung einzelner Zellen werden 
mit dem Comet-Assay bereits geringe Schäden aufgezeigt. Ein weiterer Vorteil der 
Einzelzell-Gelelektrophorese lag in dem relativ geringen Bedarf an Zellen. Nach einer 
eintägigen Bebrütung der Bruteier konnten ausreichend Zellen gewonnen werden. 
 
5.1.3            Messung freier SH-Gruppen mittels Photometrie 
 
Schwefelhaltige AS gelten neben aromatischen AS in der Literatur als die empfindlichsten 
gegenüber einer ozonbedingten Oxidation (BIEKER und SCHMIDT 1979; KANOFSKY und 
SIMA 1991; KOIDIS et al. 2000). Cystein mit dem freien SH-Rest stellt somit einen guten 
Angriffspunkt für Ozon dar. Ovalbumin, die größte Proteinfraktion im Eiklar enthält in der 
reduzierten Form sechs Cysteinreste, wobei davon vier als freie SH-Gruppen und die beiden 
anderen in Disulfidbindung vorliegen (SUN und HAYAKAWA 2001). 
Finden innerhalb des Eiklars Oxidationsvorgänge statt, sollten folglich die freien SH-Gruppen 
sehr schnell oxidiert werden. Eine Abnahme des Gehalts an freien SH-Gruppen könnte damit 
ein erster Hinweis für ozonbedingte Oxidationsvorgänge im Eiklar sein. Infolge dieser 
Gegebenheiten war die Messung der freien SH-Gruppen (im Eiklar) als die Methode der 
Wahl zu sehen, um eventuelle Schäden dieser Stoffgruppe aufzuzeigen. Nach Gewinnung 
des Eiklars und anschließender Homogenisierung mittels Daunce-Homogenisatoren ließ sich 
das Probenmaterial gut mit den notwendigen Chemikalien verarbeiten, so dass mit dieser 
unkomplizierten Methode sichere Ergebnisse bezüglich des Oxidationsgrades im Eiklar 
erzielt werden konnten. 
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5.1.4  Elektrophorese der Kutikulaproteine 
 
Die Ergebnisse aus den Versuchen der Eiinhaltsstoffe haben sehr schnell verdeutlicht, dass 
die Eischale eine gewisse Barriere für Ozon darstellt. In den mit geringer Dosierung 
begasten Eiern blieb bei jedem untersuchten Parameter ein Effekt durch Ozon aus. Dies 
machte es erforderlich, zusätzliche Untersuchungen an exponierter Stelle durchzuführen. 
Denkbar war somit eine Oxidation der Kutikulaproteine auf der Oberfläche der Eischale. 
Geeignet hierfür erschien eine Polyacrylamidgelelektrophorese, da sich so die löslichen 
Kutikulaproteine gut auftrennen lassen. 
 
5.2  Diskussion der Ergebnisse 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig Untersuchungen durchgeführt, die sich mit den 
Folgen einer Bruteidesinfektion mittels Ozon beschäftigt haben. Eine Diskussion der 
Ergebnisse erwies sich aus diesem Grund als sehr schwierig, da wenig Studien für die 
Besprechung vergleichbar waren. Es wurden dafür deshalb weitgehend Studien 
herangezogen, die sich mit ozonbedingter Oxidation biologischen Materials wie Lungen-
flüssigkeit oder isolierten Stoffklassen (Lipide, Proteine) befasst haben.  
 
5.2.1  Veränderungen des Gehalts an fettlöslichen Vitaminen A und E 
 
5.2.1.1  Vitamin A 
 
Vitamin A spielt bei der Differenzierung und dem Wachstum von Zellen insbesondere von 
Nerven- und Hautzellen eine besondere Rolle (BLOMHOFF und BLOMHOFF 2005). Als 
Inhaltsstoff im Eidotter ist es möglicherweise für die Entwicklung des Embryos von großer 
Bedeutung. Wird davon ausgegangen, dass dieses Vitamin einen hohen Stellenwert bei der 
Entwicklung einnimmt, wäre eine signifikante Abnahme aufgrund einer Ozonbehandlung von 
gravierendem Nachteil. Da jedoch selbst bei Begasung der Eier mit hoher Dosierung die 
Vitamin A-Gehalte gegenüber den Kontrollen nicht erniedrigt waren, kann eine Beein-
trächtigung des Embryos auf diese Weise ausgeschlossen werden. 
Allgemein ist bekannt, dass Vitamin A anfällig für Oxidation ist, doch sind in der Literatur 
keine Auswirkungen ozonbedingter Oxidation an Vitamin A im Eidotter beschrieben. Die 
leichte Oxidation des Vitamins konnte nur in den eigenen in vitro-Versuchen bestätigt 
werden.   
Besonders auffällig ist bei dieser Messung der Unterschied zwischen in vitro-Versuch und in 
ovo-Versuch (siehe Tab. 4.1). Während im in ovo-Versuch keine der Behandlungen einen 
signifikanten Unterschied zeigte, waren innerhalb des in vitro-Versuchs dosisabhängige 
Reduktionen des Vitamin A-Gehalts sichtbar. Diese Erscheinung lässt sich möglicherweise 
dadurch erklären, dass nur direkter Ozoneinfluss und nicht die Oxidationsprodukte für 
Vitamin A schädlich ist. Vitamin A ist in dieser Versuchsform offensichtlich im Vergleich zum 
Vitamin E reaktiver, so dass dieses Ergebnis zustande kam. Einerseits besitzt das Vitamin A 
an seinem Ionoring eine Doppelbindung, andererseits sind in der langen Seitenkette des 
Moleküls mehrere Doppelbindungen vorhanden. Diese Struktur ermöglicht dem Ozon ein 
schnelles Oxidieren dieses Moleküls. In diesem Zusammenhang stellt sich weiterhin die 
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Frage, ob Ozon oder die möglicherweise durch Ozon generierten Oxidationsprodukte 
innerhalb des Eis andere Moleküle bevorzugen. Außerdem bleibt das Vitamin A aufgrund der 
zahlreichen Strukturen, die Ozon bis zum Eidotter passieren muss und der Tatsache, dass 
Ozon höchst reaktiv gegenüber biologischem Material ist, ausreichend geschützt.    
 
5.2.1.2  Vitamin E 
 
Fehlende Studien über das Verhalten von Vitamin E im Eidotter nach Ozonexposition 
machen es notwendig, ähnliche Studien über Vitamin E-Untersuchungen an Lungen-
flüssigkeit heranzuziehen. Die leichte Oxidation dieses Stoffes erklärt sich aus dessen 
Funktion. Als Antioxidans reagiert es unter Bildung eines ungefährlichen Tocopheryl-
Radikals mit einem unerwünschten Radikal aus der Umgebung. Aufgrund des hohen 
Vitamin-E-Gehaltes in Eiern (bis zu 120 µg / ml Eidotter), das vor allem auf die vitaminreiche 
Fütterung der Hennen zurückzuführen ist (PAL et al. 2002), herrscht im Eidotter von 
kommerziell gehaltenen Hühner ein starker Überschuss an diesem Vitamin. Wegen des 
künstlichen Überangebots an Vitamin E ist dadurch die Wahrscheinlichkeit erhöht, dass 
Ozon relativ schnell auf ein Tocopherolmolekül trifft und dieses oxidiert. Es entsteht 
obengenanntes Tocopherylradikal, das nach INGOLD und BURTON (1986) keine 
peroxidative Wirkung zeigt. Mit Hilfe von anderen Molekülen, u.a. Ascorbat (Vit. C), wird es 
wieder regeneriert, d.h. das inaktive Tocopherylradikal wird zum Tocopherol reduziert und 
kann erneut als Antioxidans fungieren. Ascorbat wird währenddessen zum Ascorbatradikal 
oxidiert und verbindet sich daraufhin mit einem weiteren Ascorbatradikal zu Dihydrascorbat 
und Ascorbat. KAGAN et al. (1992) vermuteten, dass gerade die Regeneration dieses 
cyclischen Antioxidans wichtig für den Schutz vor Oxidation sei. Dies wird auch in einer 
Untersuchung von ROMIEU et al. (1998) deutlich, in der eine durch Ozon verursachte 
Lungenfunktionsstörung durch Gabe von Vitamin C und Vitamin E weitgehend verhindert 
werden konnte. Ein hoher Gehalt an Vitamin C im Eidotter trägt deshalb zusätzlich dazu bei, 
den Verbrauch von Vitamin E gering zu halten. Es ist ferner davon auszugehen, dass auch 
die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bruteier einen hohen Grundgehalt an Vitamin C 
aufwiesen und somit eine gute Grundlage für die Regeneration des Vitamin E bildeten 
(FRANCHINI et al. 2002). Fraglich in diesem Zusammenhang ist jedoch, ob in einem System 
wie dem Ei die Regeneration des Vitamin E möglich ist. Häufig belegt ist das Recycling des 
Vitamin E an Membranen von Zellen (KAGAN et al. 1992). Doch Studien über das 
Regenerationsvermögen von Vitamin C in Lebensmitteln lassen die Vermutung zu, dass 
diese Reaktion auch innerhalb des Eies funktioniert (HAMILTON et al. 1998). 
Empfehlenswert für weitere Untersuchungen wäre deshalb die Messung des Vitamin C-
Gehalts im Eigelb. 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Verringerung des α-
Tocopherolgehalts als Hauptanteil des Vitamin E nur nach Begasung der Eier mit höheren 
Dosierungen auftrat. In einer Studie von THIELE et al. (1997) an Mäusehaut wurde vermutet, 
dass Tocotrienol als weiterer Bestandteil des Vitamin E wirksamer gegen Ozon oder andere 
Oxidationsmittel ist als Tocopherol (siehe 2.6.2.4). Erst wenn Tocotrienol vollständig durch 
Ozon oxidiert wurde, attackierte Ozon Tocopherol. Eine Erklärung für dieses Verhalten wäre 
die leichtere Regeneration des Tocotrienols gegenüber dem Tocopherol. Dabei ist zu 
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erwähnen, dass der Vitamin E-Gehalt des Eies wesentlich von der Futterration der Henne 
abhängt und somit durch dessen Zusammensetzung bestimmt wird. Auch wenn der sehr 
hohe Vitamin E–Gehalt im Ei aus dem Zusatz an α-Tocopherol resultiert, besitzen die 
Futtermittel allein einen gewissen Anteil an natürlichen Vitamin E. Dies kann dennoch nicht 
erklären, weshalb in der vorliegenden Arbeit aufgrund einer Behandlung mit niedrigen Dosen 
keine Reduktion des α-Tocopherols gemessen werden konnte, da nur ein verschwindend 
geringer Anteil dieser Vitamin E-Komponente im Eidotter anzunehmen ist. 
Sowohl bei Ozonierung des isolierten Eidotters als auch des intakten Eies konnte in dieser 
Arbeit nach Begasung mit hoher Dosierung eine signifikante Abnahme des α-Tocopherols 
festgestellt werden. Nach Behandlung der Eier mit mittlerer Dosierung fand sich im in ovo-
Versuch ein signifikanter Unterschied, der beim in vitro-Versuch ebenfalls erkennbar, jedoch 
nicht signifikant war (siehe Tab 4.2). Möglicherweise fand die Oxidation durch diverse 
Oxidationsprodukte sowie verschiedene Radikale, entstanden aus Reaktionen an der 
Oberfläche des Eidotters, statt, die bis ins Innere diffundierten und dort eine hohe Affinität 
zum Tocopherol zeigten. Im zweiten Fall (in vitro-Versuch) hatte Ozon die Möglichkeit, direkt 
die Eiinhaltsstoffe anzugreifen.  
Ferner scheint die Lage der Moleküle zum Zeitpunkt der Ozonexposition von Bedeutung zu 
sein, da Ozon bis zu „versteckten“ Molekülen schwer gelangen kann, so dass auch beim 
in vitro-Versuch ein gewisser Schutz vorhanden ist (UPPU und PRYOR 1994). Versteckt 
bedeutet in diesem Zusammenhang, dass aufgrund der vorhandenen Substruktur im Eidotter 
(siehe Kap. 2.4.1) verschiedene Moleküle in ein Netz aus Makromolekülen eingebunden 
sind. 
Insgesamt betrachtet ist deshalb eine Reduktion des Vitamin E nur dann zu erwarten, wenn 
bei sehr hohen Dosen Ozon der Großteil des Vitamin C verbraucht wird und die 
Regenerationsmechanismen dadurch überlastet sind. Bei ausreichender Menge im Eidotter, 
was durch die heutigen Futtermittel gegeben ist und dem Vorhandensein von Molekülen (v.a. 
Vitamin C), die das Vitamin E in einem Redoxsystem erneut regenerieren, fungiert dieses 
Vitamin weiterhin in seiner Funktion als Antioxidans. Mit einer negativen Auswirkung auf die 
Entwicklung des Embryos in Bezug auf eine ozoninduzierte Verminderung des 
Tocopherolgehaltes ist gerade nach einer Behandlung der Eier mit geringer Dosierung wie 
der Praxisdosierung nicht zu rechnen.      
 
5.2.2  Wirkung des Ozons auf das Fettsäuremuster im Eidotter 
 
Untersuchungen über veränderte FS-Muster im Eidotter nach Ozonexposition sind in der 
Literatur bisher nicht beschrieben. Häufig untersucht wurde dagegen Flüssigkeit aus der 
Lunge, die nach Ozonexposition gewonnen wurde (PRYOR et al. 1995, KANOFSKY und 
SIMA 1995, PRYOR et al. 1996, POSTLETHWAIT et al. 1998). Für das Verständnis der 
Wirkungsweise von Ozon gegenüber Biomolekülen wurden auch gezielte Reaktionen 
isolierter Lipide mit Ozon durchgeführt (GOHEEN et al. 1986). Aufgrund des gemeinsamen 
Ziels dieser Studien und der vorliegenden Arbeit, inwieweit Ozon Lipide verändert, können 
diese Ergebnisse herangezogen werden.  
Beim Vergleich der prozentualen Anteile einzelner FS fiel auf, dass nach einer hochdosierten 
Ozonbehandlung die Ölsäure reduziert war, weiterhin erhöhte sich der Anteil an Palmitin- 
und Vaccensäure (Tab. 4.3). Doch sowohl im in ovo-Versuch, als auch im in vitro-Versuch 
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wurde bei Zusammenfassung der einzelnen FS-Gruppen (gesättigte, einfach ungesättigte 
und mehrfach ungesättigte FS) keine signifikanten Veränderungen des FS-Musters 
offensichtlich (Abb. 4.1 und Abb. 4.4).  
 
Eine Veränderung des FS-Musters wäre vor allem im Sinne einer Oxidation von 
ungesättigten FS denkbar gewesen. Tendenziell ist dies im in vitro-Versuch zu beobachten, 
da in allen drei Dosierungen die Anteile der gesättigten FS leicht, jedoch nicht signifikant, 
anstiegen, während die der ungesättigten FS sanken. Diese Vermutung wird u.a. unterstützt 
durch eine Studie von LISITSYN et al. (2004), wo festgestellt wurde, dass Ozon allein eine 
sehr unterschiedliche Affinität zu den verschiedenen FS aufweist. Sie fanden heraus, dass 
die Ölsäure als einfach ungesättigte FS mit ihrer Reaktionsfreudigkeit zu Ozon noch vor der 
mehrfach ungesättigten FS Linolsäure rangierte. Am wenigsten reaktiv zeigte sich 
erwartungsgemäß die gesättigte Palmitinsäure. Aufgrund der hohen Affinität zur Ölsäure 
vermuteten die Autoren weiterhin, dass diese FS im Körper wie ein natürliches Antioxidans 
wirken könnte, da sie andere Moleküle vor der Oxidation schützt. Auch VISIOLI et al. (1998) 
konnten mit einer Messung von FS-Gehalten nach einer initiierten Oxidation mit Azo-
amidinopropan-dihydrochlorid (AAPH) unterschiedlich starke Veränderungen feststellen. So 
wurde bei der Arachidonsäure eine Reduktion der Anfangskonzentration um 42,4 % und bei 
der Linolsäure um 68,7 % gemessen, bei der Palmitinsäure dagegen nur um 1,7 %. Zu 
dieser Studie gehörte auch die Messung von gebildeten Hydroperoxiden. Hierbei war die 
Linolsäure diejenige FS mit den höchsten (50 nmol / µmol FS) und Palmitinsäure mit den 
geringsten Mengen an Hydroperoxiden (4 nmol / µmol FS). Diese Ergebnisse weisen 
daraufhin, dass die unterschiedlichen Oxidationsmittel ihre bevorzugten Zielmoleküle haben 
und somit die verschiedenen FS unterschiedlich stark oxidieren und dabei spezifische 
Oxidationsprodukte generieren. Weiterhin steht fest, dass gesättigte FS relativ resistent 
gegenüber ozonbedingten oxidativen Einflüssen sind. Finden an diesen Molekülen dennoch 
Reaktionen statt, könnte dies an entstandenen Radikalen liegen. 
 
Auch wenn in der vorliegenden Arbeit keine Messung von LOP wie Aldehyde durchgeführt 
werden konnte, da dies den Rahmen der vorliegenden Arbeit überschritten hätte, sollte bei 
der Diskussion die Möglichkeit einer Entstehung dieser Produkten nicht ausgelassen werden 
Mit der Identifizierung von Oxidationsprodukten nach einer Ozonbehandlung haben sich 
zahlreiche Studien beschäftigt. Die bereits vorhandene Literatur bezieht sich auch hier 
wieder fast ausschließlich auf Inhaltsstoffe der Lungenflüssigkeit, doch können diese 
Ergebnisse gut auf die hier vorliegenden Gegebenheiten übertragen werden. REFSGAARD 
et al. (2000) haben sich mit dem Nachweis von gebildeten Aldehyden nach Oxidation mittels 
verschiedener FS beschäftigt. Auch PRYOR et al. (1995) und POSTLETHWAIT et al. (1998) 
wollten anhand ihrer Studien dokumentieren, in welcher Qualität und Quantität Aldehyde 
gebildet werden. MEDINA-NAVARRO et al. (1999) untersuchten gezielt ozonexponierte FS-
Lösungen (Arachidon- und Linolsäure) auf Acrolein und konnten dabei dieses hochgiftige 
Aldehyd detektieren (siehe 2.5.2.1). Die Gefahr von Acrolein liegt vor allem in der Toxizität 
gegenüber Proteinen und Nukleinsäuren in Bezug auf deren Funktion und Synthese. 
Insbesondere Hydrogenperoxide sollen Proteine an den schwefelhaltigen AS verändern, 
Aldehyde dagegen hemmen vielmehr die Nukleinsäuresynthese oder greifen an 
immunologisch wirksamen Molekülen von Zellen an (PRYOR et al. 1991). Die Untersuchung 
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von PRYOR et al. (1991) zeigte einerseits, dass schädliche Sekundärprodukte durch Ozon 
gebildet werden, die wiederum andere Strukturen attackieren und andererseits, dass FS 
durch Ozon direkt verändert werden können. Beim Vergleich verschiedener FS und deren 
oxidationsbedingter Bildung von Hydroperoxiden konnte in der Studie von REFSGAARD et 
al. (2000) gezeigt werden, dass α-Linolensäure am stärksten oxidiert wurde und mehr 
Hydroperoxide ausbildete als die Arachidonsäure und die Linolsäure. GOHEEN et al. (1986)  
sprachen von einer geringen ozonbedingten Oxidation der Arachidon- und Linolsäure in 
Erythrozyten. Da eine Beeinträchtigung der Lipide in intakten Zellen im Sinne der Entstehung 
von Sekundärprodukten nach einer Ozonbehandlung ausblieb, schlossen die Autoren 
daraus, dass eine intakte Zellmembran eine ausreichende Barriere für Ozon darstellte.   
 
Bei Betrachtung der Werte nach Behandlung mit mittlerer Dosierung und dessen 
Kontrollgruppe im in ovo-Versuch konnten bei der Palmitinsäure, Dihomogamma-
linolensäure und Arachidonsäure statistisch signifikante Unterschiede ermittelt werden. Der 
in vitro-Versuch hingegen zeigte neben der Reduzierung der Vaccensäure keine weiteren 
signifikanten Abnahmen der FS.    
Die mit geringer Dosierung begasten Eier zeigten im Bezug auf den FS-Gehalt keine 
Unterschiede zu ihren Kontrollen (Tab 4.3).  
Bei der Zusammenfassung der einzelnen FS-Gruppen sind in beiden Dosierungen weder im 
in ovo-Versuch, noch im in vitro-Versuch signifikante Veränderungen erkennbar (Abb. 4.2, 
4.3, 4.5 und 4.6). Auch wenn die FS-Anteile der verschiedenen Versuchsreihen einen relativ 
großen Unterschied aufweisen, sollte beachtet werden, dass es sich hierbei um biologisches 
Material handelt und somit natürlichen Schwankungen unterliegt. Allein der Vergleich von 
Kontrolle und ozoniertem Versuchsmaterial zeigt mögliche Veränderungen durch Ozon auf. 
Die Tatsache, dass selbst bei Eiern, die mit hoher und mittlerer Dosierung begast wurden, 
starke Veränderungen an den Lipiden ausbleiben, führt zu der Annahme, dass die Lipide im 
Eidotter durch vorhandene Antioxidantien (hier v. a. Vitamin E) ausreichend geschützt sind. 
Weiterhin könnte die ausbleibende Veränderung des FS-Musters damit begründet werden, 
dass die vorhandene Schadwirkung im Eiinhalt vor allem durch ROS ausgelöst wird. Da 
jedoch ROS Lipiden gegenüber weniger empfindlich sind als Proteine oder DNA, bleibt diese 
Stoffgruppe vor Oxidation geschützt (HALLIWELL und CROSS 1994). 
Es ist deshalb davon auszugehen, dass in der Gruppe der FS keine nachteiligen 
Veränderungen aufgrund einer Ozonbehandlung auftreten.  
 
5.2.3 Ozonbedingter Anstieg von Cholesteroloxidationsprodukten  
 
Auch für diese Stoffgruppe liegen vergleichbare Studien kaum vor, doch entsprechende 
Arbeiten, die sich auf isolierte Zellen bzw. Lungenflüssigkeit beziehen, können für die 
Diskussion herangezogen werden.  
Das ungesättigte Lipid Cholesterol, das als Lipid für die Ernährung des Embryos von 
Bedeutung ist, wird leicht von Oxidationsmitteln wie Ozon oxidiert. 
In früheren Untersuchungen von NOUROOZ und APELQVIST (1994) wurden bereits mehr 
als 70 Oxidationsprodukte des Cholesterols isoliert. 
PULFER et al. (2004) wiesen die Bildung von COP nach Ozonexposition verschiedener 
cholesterolhaltiger Materialien nach. Während sie in einer Studie, bei der isolierte 
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Cholesterollösungen mit Ozon behandelt wurden, 5-Hydroperoxy-B-homo-6-oxa-cholestan-
3β,7α-diol als Hauptprodukt fanden, erhielten sie  bei einer Messung von Cholesterol-
oxidationsprodukten aus bronchialer Lavage von Ratten hauptsächlich das β-Epoxid. Ein 
geringer Anteil an α-Epoxid kam außerdem vor. (Verhältnis beider Epoxide: β : α ~ 5:1).  
Während SEVANIAN und PETTERSON (1984) einerseits Epoxide als Autooxidations-
produkte des Cholesterols im Lungensurfactant beschrieben, stellte PULFER et al. (2004) 
dieses Molekül als Folgeprodukt einer ozonbedingten Oxidation dar.   
PRYOR et al. (1992) wiederum sahen in 3β-Hydroxy-5-oxo-5,6secocholestan-6-al das 
Hauptprodukt einer ozonbedingten Oxidation von Lungenflüssigkeit.  
Diese Studien gaben den Anlass, auch in dieser Arbeit Messungen von COP im Eidotter zu 
vorzunehmen. 
 
In der vorliegenden Arbeit konnten mit der gewählten Methode signifikante Erhöhungen nach 
einer Ozonbehandlung beobachtet werden (siehe Tab. 4.4) Darunter fand sich auch das α-
Epoxid. Nach Ozonierung von vollständigen Eiern konnten im Eidotter außerdem signifikant 
erhöhte Werte an 7β-OH-Cholesterol und 7-Ketocholesterol gemessen werden, während in 
isoliertem ozonbehandelten Eidotter zusätzlich die Werte von β-Epoxid und Cholestantriol 
signifikant anstiegen. Abgesehen von 25-OH-Cholesterol, das leicht erhöhte, jedoch nicht 
signifikante Werte gegenüber der unbehandelten Gruppe aufwies, konnte bei allen hier 
detektierbaren COP eine vermehrte Bildung festgestellt werden (Tab. 4.5). Dies lässt die 
Vermutung zu, dass Ozon eine stark oxidierende Wirkung auf Cholesterol hat. Durch den 
Schutz der Eischale war die Oxidation im vollständigen Ei weniger ausgeprägt, so dass sich 
dort weniger Produkte bildeten. Doch stellt sich auch hier die Frage, ob COP eine direkte 
Folge der Ozonexposition sind oder aber erst durch die Sekundärprodukte aus einer anderen 
Reaktion mit Ozon entstanden sind. Vermutlich ist das Gesamtresultat eine Mischung aus 
beiden Möglichkeiten. Die Unterschiede zwischen in-vitro- und in-vivo-Versuch machen 
deutlich, dass durch den Schutz der Eischale eine verminderte Entstehung der COP 
resultiert. Dies lässt weiterhin vermuten, dass bei Erniedrigung der Dosis (die hier nicht 
durchgeführt werden konnte, da die Messung nur einmalig an einem anderen Institut 
durchgeführt werden konnte, siehe Kap. 3.2.5) möglicherweise keine Reaktion mit 
Cholesterol zu erwarten ist, was aber dennoch abgeklärt werden sollte. 
Nach Untersuchungen von PULFER et al. (2004) und SEVANIAN und PETTERSON (1984) 
muss Cholestantriol als ein Stoffwechselprodukt des β-Epoxids gesehen werden. Dies würde 
erklären, warum nur ein Anstieg des Cholestantriols bei gleichzeitiger Erhöhung des β-
Epoxids aufgetreten ist. Die Gefährdung durch die beiden letztgenannten Moleküle liegt in 
der Mutagenität und Toxizität gegenüber Zellen. Während Epoxide hauptsächlich wegen 
ihrer Mutagenität schädlich sind, nimmt dieser Effekt nach der Verstoffwechselung zu 
Cholestantriol leicht ab, die Toxizität gegenüber Zellen wird jedoch verstärkt. 
Die Gefahr der Oxidation von Cholesterol im Eidotter könnte also in der Produktion an 
gefährlichen COP liegen, die einerseits hochsensible Stoffe im Ei angreifen (wie z.B. 
embryonale DNA, siehe 5.3) und somit eine Art Kettenreaktion hervorrufen könnten. 
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5.2.4          Einfluss des Ozons auf Proteine im Eiweiß  
 
Wegen mangelnder Literaturangaben für ozonbedingte Oxidationsprozesse im Hühnerei, 
insbesondere im Eiklar, sollen wiederum Studien zur Diskussion herangezogen werden, die 
sich mit isolierten Proteinen und Ozonbehandlung (u.a. Lysozm und Ovomucoid, welche 
beide im Hühnereiklar vorhanden sind) beschäftigt haben, um die Ergebnisse dieser Arbeit 
zu werten. 
REFSGARD et al. (2000) fanden in einer Arbeit über Ozoneinfluss einen Zusammenhang 
zwischen einer Veränderung von Proteinen aufgrund einer vorausgehenden Lipidoxidation 
mehrfach ungesättigter FS. Diese Tatsache sollte einerseits bei der Beurteilung der hier 
vorliegenden Ergebnisse aus dem Eiklar berücksichtigt werden, da auch im Ei sowohl Lipide 
als auch Proteine vorhanden sind. Doch andererseits dürfte die räumliche Trennung von 
Eidotter und Eiklar diese Interaktion vollständig verhindern. Weiterhin kann eine 
Beeinflussung der Proteine im Eiklar von LOP nahezu ausgeschlossen werden, da in der 
vorliegenden Arbeit das Eidotter von einer ozonbedingten Veränderung kaum betroffen ist. 
BIEKER und SCHMIDT (1979) konnten mit ramanspektroskopischen Untersuchungen 
feststellen, dass Aminosäuren aus dem Protein Lysozym nach Ozonexposition 
Veränderungen zeigten. Dies galt insbesondere für Tryptophan und Tyrosin und nur bei hoch 
dosierten Ozonbehandlungen für Disulfidbindungen. Während N-Formylkynurein (ein 
Oxidationsprodukt von Tryptophan) vermehrt detektiert wurde, sank der Gehalt von 
Tryptophan. Von besonderem Interesse ist das Phänomen, dass mittels dieser Methode 
keine Veränderungen im Bereich der Disulfid-Brücken zu beobachten waren, solange die 
Ozonkonzentration gering war. Erst bei einer Behandlung mit den höchsten Dosierungen 
(0,03 % Konzentration, 17 h Einwirkzeit) waren dann keine Disulfidbrücken mehr 
detektierbar. Es wird dadurch offensichtlich, dass besonders für die ozonbedingten 
Reaktionen an Proteinen die Konzentration des Ozons von Bedeutung ist. KANOFSKY und 
SIMA (1995B) dagegen kamen in ihrer Studie zu dem Schluss, dass die Reaktion des 
Cysteins mit Ozon sehr schnell abläuft. Das heißt, dass freie SH-Gruppen sehr schnell 
oxidiert werden. Sie stellten diese Ergebnisse solchen aus der Literatur gegenüber und 
konnten übereinstimmend feststellen, dass Cystein im Vergleich zu anderen AS immer die 
höchste Umsatzgeschwindigkeit aufwies.  
 
Auch die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse sprechen für diese Vermutung. 
Sowohl das mit hoher Dosierung begaste Eiklar des in vivo, und in vitro-Versuchs zeigte 
signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe. Da aber in den Eiweißen der mit niedrigeren 
Dosierungen begasten Eier (mittlere und geringen Dosierung) keine erniedrigten SH-
Gruppen zu finden waren, ist in dieser Stoffgruppe keine nachteilige Veränderung 
wahrscheinlich. Eine weitere Studie von MENZEL (1971) führte an, dass eine ozonbedingte 
Inaktivierung des Enzyms Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase auf die Oxidation der 
SH-Gruppen zurückzuführen war. LEH et al. (1978) mussten in ihrer Studie feststellen, dass 
häufig große Mengen Ozon (die 75-fache molare Menge Ozon pro Mol Protein) für eine 
Inaktivierung von Enzymen notwendig waren; in anderen Versuchen dieser Forschergruppe 
war jedoch auch bei Ozonüberschuss keine Inaktivierung aufgetreten. Diese Erscheinung 
führten die Autoren auf die Lage der betroffenen AS (in diesem Fall Tyrosin) zurück, die 
aufgrund der Proteintertiärstruktur ausreichend geschützt ist. Auch DOOLEY und MUDD 
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(1982) bestätigten, dass bei gering dosierten Ozonbehandlungen die Oxidation der einzelnen 
Tryptophanreste nach einer bestimmten Rangfolge geschieht (siehe 2.6.3). 
Wenngleich experimentell leicht eine Einschätzung über die Reaktionsgeschwindigkeit und 
das Reaktionsverhalten isolierter AS mit Ozon gemacht werden kann, fällt es für ein Protein 
sehr schwer, eine gültige Aussage darüber zu treffen, welche Aminosäure bei welcher 
Ozondosis oxidiert wird. Offenkundig ist jedoch nach Meinung zahlreicher Autoren, dass 
Proteine an den AS-Resten leicht oxidiert werden, wobei bestimmte Aminosäuren 
empfänglicher sind (z.B. Tyrosin, Cystein, Tryptophan, Methionin) als andere (UPPU und 
PRYOR 1994, KANOFSKY und SIMA 1995B, ROJAS-VALENCIA 2004). Reaktionsträge 
gegenüber Ozon sind z.B. Alanin und Glycin. Noch schwieriger wird es, konkrete 
Vorraussagen über mögliche Veränderungen zu machen, wenn einzelne Proteine nicht in 
reiner Lösung vorliegen, sondern in eine Mischung aus vielen organischen Molekülen 
eingebunden sind, wie hier im Eiklar. Doch gerade diese Komplexität des Materials macht es 
für das Ozon schwer, nachteilige Veränderungen innerhalb des Eies herbeizuführen. 
 
5.2.5  Veränderungen der Kutikula nach Ozonexposition 
 
Während schützende Mechanismen wie die kalzifizierte Eischale den Inhalt vor ozon-
bedingter Oxidation schützen, fehlt dies auf der Eioberfläche. Diese Erkenntnis führte dazu, 
in der vorliegenden Arbeit die ungeschützt liegenden Kutikulaproteine zu prüfen. Da auch für 
diese Untersuchung vergleichbare Literatur fehlt, mussten wiederum Ergebnisse aus 
ähnlichen Studien übertragen werden. Die eigene Untersuchung erbrachte schon in der 
geringsten Dosierung eine vollständige Zerstörung der Proteinstruktur, wie Abb. 4.7 aufzeigt. 
Es konnten die kutikulatypischen Banden weitgehend nicht mehr nachgewiesen werden. 
Dies bedeutet, dass zusätzlich zur Oxidation einzelner Aminosäuren eine Veränderung der 
dreidimensionalen Proteinstruktur im Sinne einer Fragmentierung stattgefunden haben 
muss.  
Die Kutikula soll einerseits als erster Schutz gegen eindringende Keime dienen und 
andererseits das Ei vor Wasserverlust bzw. Wasserzufuhr schützen (BURLEY und 
VADEHRA 1989). Diesen beiden Funktionen kann die zerstörte Schicht nicht mehr gerecht 
werden und könnte dadurch für eine Gefährdung des Embryos aufgrund einer späteren 
Keimbelastung sorgen. Wird jedoch die Tatsache berücksichtigt, dass bei einigen Eiern die 
Kutikula von vornherein fehlt und die durchschnittliche Lebensdauer dieser Schicht nur ca. 
96 h beträgt (MINE et al. 2003), ist fraglich, ob die Anwesenheit der Kutikula tatsächlich 
unabdingbar ist und damit deren Zerstörung einen zusätzlichen Schaden für das Ei darstellt. 
  
5.2.6  Einfluss des Ozons auf die DNA der Keimzellen 
 
Von großem Interesse war in dieser Arbeit, den Grad der Schädigung embryonaler DNA 
nach Ozonexposition abhängig von der Dosierung zu ermitteln und damit beurteilen zu 
können, inwieweit die erreichte Schlupfrate mit einer DNA-Schädigung in Zusammenhang 
stehen könnte. In Vorversuchen des Instituts für Lebensmittelhygiene konnte sowohl bei den 
mit hoher als auch mit mittlerer Dosierung begasten Eiern eine erheblich verminderte 
Schlupfrate (nach Behandlung der Bruteier in der hohen Dosierung entwickelte sich nur ein 
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von 10 Küken) festgestellt werden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden bei diesen 
Dosierungen Veränderungen der DNA erwartet.  
 
Nach Begasung der Eier mit hoher Dosierung wurden signifikante Unterschiede zwischen 
ozonexponierter und Kontrollgruppe festgestellt. Hier zeigte sich eine signifikante Erhöhung 
der Zellen mit großem Kometen (Klasse 3). Weiterhin waren die Klasse 2-Zellen in dieser 
Versuchsreihe zwischen ozonexponierten Eiern und deren Kontrollgruppe nicht voneinander 
verschieden, so dass wiederum die Klasse 1-Zellen signifikant erniedrigt waren. Der 
offensichtliche Effekt des Ozons an der embryonalen DNA ließ vermutlich daraufhin keine 
normale Entwicklung des Embryos mehr zu, so dass bei dem Schlupfversuch diese geringe 
Rate erreicht wurde.  
Die mit mittlerer Dosierung begasten Zellen zeigten ebenfalls signifikante Unterschiede, in 
diesem Fall jedoch waren die Mehrheit der Kometen weit kleiner ausgefallen, so dass die 
Zellen nur als Zellen der Klasse 2 zuzuordnen waren. Ob durch diesen DNA-Schaden keine 
Entwicklung mehr möglich ist, bleibt mit dieser Untersuchung zwar ungeklärt, doch ist damit 
ein Hinweis für eine Veränderung der embryonalen DNA gegeben. Da das Schlupfergebnis 
als eine Ja-Nein-Antwort auf die vorrausgehenden Schäden zu betrachten ist, fällt es 
schwer, den Grad der Schädigung festzusetzen, bei der keine normale Entwicklung mehr 
stattfindet. Offensichtlich ist nur, dass kleinere Schäden nicht immer zum Absterben des 
Embryos führen müssen. Dies könnte an DNA-Reparaturmechanismen liegen, die kleinere 
Schäden der DNA noch beheben können. Es gibt eine Vielzahl komplexer 
Reparaturmechanismen für alle Arten von DNA-Schäden. Häufig auftretende Schäden sind 
Basenmodifizierung und Basenverlust, die durch Basenexzisionsreparatur ausgeglichen 
werden können. Neben Basenmodifizierung und Basenverlust sind im Zusammenhang mit 
exogenen oxidativen Einflüssen vor allem DNA-Strangbrüche zu nennen, die dann im Falle 
von Einzelstrangbrüchen mittels Einzelstrangbruchreparatur geschlossen werden können 
(SINHA und HÄDER 2002).  
Nach Begasung der Eier mit geringer Dosierung waren gegenüber der Kontrolle weder 
Zellen mit großem noch mit kleinem Kometen signifikant erhöht. Ein oxidativer Schaden an 
DNA liegt offenbar in dieser Dosierung nicht vor. Bei Betrachtung der Resultate, die aus 
einer Ozonierung mit Praxisdosierung hervorgehen, fällt eine leichte, nicht signifikante 
Erhöhung der Zellen mit großem Komet auf. Die Anteile der Zellen ohne Komet waren 
zwischen Kontrolle und ozonexponierten Zellen annähernd gleich. Es änderte sich demnach 
nicht die Zahl der geschädigten Zellen, sondern nur der Grad. Da diese Veränderung nicht 
die Schlupfrate beeinflusst hat, ist davon auszugehen, dass diese Behandlung keine 
nachhaltigen Schäden verursacht.   
 
Wenngleich dieser Test nur ein grobes Maß der DNA-Schäden, im besonderen von 
Einzelstrangbrüchen geben kann und weder die genauen Veränderungen im Molekül noch 
konkrete Folgen dieser Schäden aufgezeigt werden können, so wurde doch die hohe 
Empfindlichkeit der DNA gegenüber oxidativen Einflüssen verdeutlicht. Da gerade 
Einzelstrangbrüche die häufigste Folge einer Oxidation mit sauerstoffhaltigen Molekülen der 
DNA sind, fand in diesem Fall der Comet-Assay richtige Verwendung.  
Ferner konnte durch die Berechnung des abstrakten Wertes, des Scores, beobachtet 
werden, dass die Differenzen zwischen Kontrolle und Ozon mit sinkender Dosis kleiner 
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wurden (Tab. 4.6). Signifikante Unterschiede gab es nur bei einer Anwendung von Ozon mit 
hoher und mittlerer Dosierung. Dieses Ergebnis geht prinzipiell mit der Erwartung nach dem 
vorausgegangenen Schlupfversuch konform, so dass auch mittels Praxisdosierung keine 
nachteiligen Schäden erwartet werden. 
Aufgrund dieses Versuchs wird deutlich, dass für oxidative Veränderungen innerhalb des 
Eies vor allem die Ozonkonzentration bedeutend ist. Weniger bedeutend ist in diesem 
Zusammenhang die Einwirkzeit. 
 
Es stellt sich jedoch auch hier die Frage, ob die beobachteten DNA-Schäden direkt auf Ozon 
zurückzuführen sind. Es ist allgemein bekannt, dass Ozon viel zu reaktiv ist, um tief ins 
Gewebe einzudringen (PRYOR et al. 1996). Umgeben vom Eiweiß und der proteinreichen 
Vittellinschicht, ist es deshalb nahezu ausgeschlossen, Ozon als direkten Auslöser der 
Schädigung  zu sehen. Allein intakte Zellmembranen können offensichtlich der Zelle einen 
ausreichenden Schutz vor dem kurzlebigen Ozon bieten (GOHEEN et al. 1986).  
Dies gibt wiederum Anlass, die mögliche Schadwirkung in der Bildung von sehr reaktiven, 
langlebigen Stoffwechselprodukten bzw. der Bildung von Radikalen zu sehen. Im und am Ei 
trifft das Ozon auf ausreichend biologisches Material, mit dem es reagieren und 
Stoffwechselprodukte bilden kann.  
Geht man davon aus, dass Ozon die Bildung von ROS, bzw. anderen Radikalen initiiert, 
können die in dieser Arbeit beobachteten Schäden vielmehr auf diese Moleküle 
zurückgeführt werden. Einzelstrangbrüche in der Helix der DNA gelten neben 
Basenaustausch (SINHA und HÄDER 2002, JORGE et al. 2002) als typisch für ROS. 
Insbesondere das OH-Radikal gilt als zentrales Agens für Einzelstrangbrüche.  
Experimentell war es PAN und CHUNG (2002) gelungen, toxische cyclische Addukte aus 
verschiedenen FS, einem Oxidationsmittel (hier Eisensulfat) und einem Bestandteil der DNA 
herzustellen. In Abhängigkeit von der verwendeten FS entstanden unterschiedliche 
Zwischenprodukte (u. a. Acrolein, Crotonaldehyd oder 4-Hydroxy-2-Nonenal), die wiederum 
mit Desoxyguanin zu einem Addukt reagierten. Es war von vornherein nicht absehbar, 
welches Aldehyd aus einer konkreten FS resultierte, doch konnte beobachtet werden, dass 
ω-3-FS und ω-6-FS bevorzugt von dem Oxidationsmittel oxidiert wurden. Eine Oxidation der 
gesättigten FS blieb in dieser Studie aus. Aufgrund der Resultate aus der Bestimmung des 
FS-Musters ist es jedoch unwahrscheinlich, dass in der vorliegenden Arbeit die Schäden der 
embryonalen DNA auf solche Vorgänge zurückzuführen sind.  
Einige Forschergruppen konnten mittels Comet-Assay oxidative Schäden nach 
Ozoneinwirkung nachweisen. So hatten sowohl CHENG et. al. (2003) als auch BORNHOLD 
(2000) mittels Comet-Assay einen signifikanten Unterschied zwischen ozonexponierten 
Zellen aus Kultur und deren Kontrollen beobachtet (Kap. 2.5.1). 
Häufiges Produkt der Basenoxidation ist 7,8-Dihydro-8-Oxoguanosin (8-Oxoguanosin; 
CHENG et al. 2003; GOHIL et al. 2003). Damit wäre dessen Bestimmung ein sensitiver 
Marker für das Ausmaß einer DNA-Schädigung. Die Messung dieses Markers wird bereits in 
verschiedenen Labors erfolgreich durchgeführt und würde sich für weiterführende 
Untersuchungen des in dieser Arbeit vorliegenden Themas anbieten (ESCOOD 2003). 
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Weniger deutlich präsentieren sich die Ergebnisse des Zellkulturversuchs. Dort fanden zwar 
in jeder Dosierung Erniedrigungen der Zellzahlen gegenüber den Kontrollen statt, doch sind 
diese Unterschiede nicht signifikant (Tab. 4.7). Möglich ist hier, dass die eingetretenen 
Schäden bei einer Zellkultivierung über acht Tage durch die von SINHA und HÄDER 2002 
beschriebenen Regenerationsmechanismen überdeckt wurden.  
 
5.3  Schlussbetrachtung  
 
An dieser Stelle sollen die gesamten gewonnenen Ergebnisse zusammengefasst werden. Im 
Hinblick auf die unterschiedlichen Dosierungen und die verschiedenartigen Analysen des 
Eiinhalts aus dem Eidotter bzw. Eiklar konnte grundsätzlich bestätigt werden, dass Ozon die 
leicht oxidierbaren Stoffgruppen angreift. Gleichzeitig muss hervorgehoben werden, dass die 
Dosierung insbesondere die Ozonkonzentration und weniger die Einwirkzeit einen deutlichen 
Einfluss auf das Ausmaß der Schädigung ausübt.  
In fast allen Analysen (darunter der Comet-Assay, die Vitaminuntersuchungen, die Messung 
von Cholesteroloxidationsprodukten und die SH-Gruppen-Messung) waren signifikante 
Veränderungen nach einer Begasung der Bruteier mit hoher Dosierung erkennbar. Nach 
dieser Behandlung war auch keine Entwicklung des Embryos mehr möglich. Zwar ist die 
Ursache dafür nicht hinreichend geklärt (weitere Untersuchungen im Rahmen des Projekts 
laufen im Veterinär-Anatomischen Institut der Universität Leipzig), doch könnten diese 
biochemischen Veränderungen durchaus für eine nachhaltige Schädigung mitverantwortlich 
sein. Gerade die Schäden auf DNA-Ebene sprechen für diese Vermutung. Eine Bestätigung 
dieses Verdachts konnte mit der Kultivierung der Zellen nur tendenziell erreicht werden, da 
zwar ein vermindertes Wachstum der ozonexponierten Zellen gegenüber der Kontrolle 
vorlag, doch waren diese Unterschiede nicht signifikant. 
Bei der Analyse der mit mittlerer Dosierung begasten Eier ergaben sich sehr differente 
Ergebnisse. Während der Gehalt des Vitamin E reduziert wurde und die Anteile der DNA-
geschädigten Zellen weiterhin signifikant erhöht wurden, zeigten sich bei den SH-Gruppen 
keine Veränderungen.  
In den mit geringer oder Praxisdosierung behandelten Eiern konnten mit den hier 
angewandten Methoden keine Veränderungen der Inhaltsstoffe nachgewiesen werden. Das 
gleiche Bild bot sich bei den Eiern, die mit Praxisdosierung begast wurden.  
Die Wirkung des Ozons auf isoliertes Eidotter bzw. Eiklar konnte mit dem in vitro-Versuch 
belegt werden und erbrachte die Erkenntnis, dass trotz des direkten Ozoneinflusses die 
Veränderungen nicht unbedingt verstärkt wurden, sondern dass wahrscheinlich andere 
Reaktionen stattgefunden haben. Dies wird besonders deutlich bei Betrachtung der 
Ergebnisse aus der Vitamin E-Messung, da in der mittleren Dosierung nur im in ovo-Versuch 
signifikante Unterschiede ermittelt werden konnten.  
 
Hinweise für ozonbedingte Schäden sind mit Hilfe der durchgeführten Untersuchungen in 
den untersuchten Stoffgruppen des Eis dosisabhängig zu finden. Diese Arbeit sollte einen 
Überblick über mögliche Schäden im Ei geben, die eine Desinfektion für Bruteier hervorrufen 
würde und konnte diese Zielstellung erfüllen. Obwohl insgesamt nur wenige Veränderungen 
innerhalb des Eies aufgrund einer Ozonexposition festzustellen sind, wäre es dennoch für 
die Zukunft empfehlenswert, weiterführende Untersuchungen in diesem Bereich 
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anzustreben, wo z.B. toxische Sekundärprodukte wie Aldehyde, 8-Oxoguanin oder der 
Verbrauch von Vitamin C noch untersucht werden sollten. 
Grundsätzlich ist davon auszugehen, dass für die Entwicklung des Kükens nach 
Ozonexposition des Bruteis vor dem Einlegen in den Brutschrank, auch in Bezug auf 
Schäden an den Eiinhaltsstoffen, keine Gefahr besteht. Ist die Dosis so hoch, dass starke 
Schäden an den leicht oxidierbaren Stoffen stattfinden, bleibt eine Entwicklung des Embryos 
aus. Bei Anwendung der vorgestellten Praxisdosierung geschehen die oxidativen Vorgänge 
nur an der Schalenoberfläche und sind somit für die Inhaltsstoffe unschädlich. 
Zusammenfassend ist ein Einsatz im industriellen Maßstab für die Brütereien aufgrund der 
ermittelten Ergebnisse zu befürworten, doch sind weitere Untersuchungen empfehlenswert, 
die diese Ansicht untermauern. Von einem Einsatz an Konsumeiern ist jedoch abzusehen, 
da die entstehenden geruchlichen Veränderungen im Ei für den Konsumenten nicht 
akzeptabel wären (FERNANDEZ 2006). 
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Die Desinfektion von Bruteiern spielt bei der Bekämpfung von Zoonosen, insbesondere 
Salmonelloseerkrankungen durch den Verzehr von Lebensmitteln aus der Geflügelwirtschaft 
eine große Rolle. In dieser Arbeit sollte Ozon als eine Alternative zur bereits praktizierten 
Formaldehydbegasung bei Bruteiern untersucht werden.  
Neben der leichten und rückstandsfreien Anwendung ist Ozon gegen ein breites 
Keimspektrum wirksam. Lebenswichtige Strukturen wie Lipide (v.a. deren ungesättigte 
Fettsäuren) und Proteine der Zellmembran werden vom Ozon angegriffen, was eine 
dauerhaft veränderte Permeabilität und damit Schädigung der Bakterienzelle nach sich zieht. 
Die Wirkung des Ozons hinsichtlich der Reduktion von Keimen wie Salmonella Enteritidis auf 
Bruteiern wurde bereits bewiesen. Offen ist jedoch, ob und wie Inhaltsstoffe des Eis, z.B. 
Lipide und Proteine, die für die embryonale Entwicklung und menschliche Ernährung wichtig 
sind, verändert werden.  
Dementsprechend sollen biochemische Untersuchungen an Eiinhaltsstoffen wie den 
Vitaminen A und E, Lipiden, Proteinen und der embryonalen DNA deren mögliche 
Veränderungen aufgrund einer Ozonbehandlung aufzeigen. 
 
Dazu wurden Bruteier in verschiedenen Dosierungen (D.) begast  (5 %, 60 min. Einwirkzeit = 
Hohe D.; 2,5 %, 40 min Einwirkzeit = Mittlere D.; 1 %, 20 min Einwirkzeit = Geringe D. und 
1 %, 120 min Einwirkzeit = Praxisdosierung). Danach wurde das Probenmaterial wie Eiklar, 
Eigelb, Kutikula und Keimscheibenzellen gewonnen und anschließend biochemisch 
analysiert. Für jede unterschiedliche Untersuchung und Dosierung wurde eine 
Kontrollgruppe mitgeführt (6-10 Eier pro Versuchsreihe).  
Die Messung der fettlöslichen Vitamine A und E erfolgte mittels HPLC, die des 
Fettsäurenmuster mit Hilfe der Gaschromatographie. Um mögliche Unterschiede zwischen 
ozonexponierten Eiern und deren Kontrollgruppe auf DNA-Ebene aufzuzeigen, wurden der 
Comet-Assay und die Kultivierung der Keimscheibenzellen herangezogen. Eine 
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Beeinflussung der Proteine aufgrund einer Ozonbehandlung sollte durch Messung der freien 
SH-Gruppen im Eiklar ermittelt werden. Schließlich konnte mit der Elektrophorese die 
Veränderungen der löslichen Kutikulaproteine beurteilt werden. 
Die Summe der Ergebnisse deutet darauf hin, dass Ozon selbst oder durch 
Sekundärprodukte durchaus Veränderungen an Eiinhaltsstoffen (Lipide, Proteine, Vitamine, 
DNA) verursachen kann.  
Die Ozonschädigung im Ei scheint mit wachsender Ozonkonzentration in der 
Begasungskammer zuzunehmen. Wird jedoch die Einwirkzeit bei einer relativ geringen 
Konzentration erhöht, bleibt im Gegensatz dazu eine nachhaltige Schädigung aus. Diese 
Annahme resultiert aus den dargestellten Ergebnissen, da hauptsächlich nach Behandlung 
in der hohen und mittleren Dosierung signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe auftraten. 
Vitamin E und einige Fettsäuren wurden nach Begasung der Eier mit hoher Dosierung 
reduziert, die freien SH-Gruppen lagen ebenso nach dieser Ozonbehandlung erniedrigt vor, 
was darauf hindeutet, dass auch an den Proteinen Oxidationen stattgefunden haben. 
Ebenso konnte an der DNA eine vermehrte Schädigung und im Eidotter eine gesteigerte 
Bildung von Cholesteroloxidationsprodukten festgestellt werden.  
Die mit mittlerer Dosierung behandelten Eier zeigten sowohl im Comet-Assay als auch bei 
der Vitamin E-Bestimmung signifikante Unterschiede zur unbehandelten Kontrollgruppe. 
In den Eiern, die mit der Praxisdosierung ozoniert wurden, sind weder die Vitamingehalte im 
Eigelb verringert, noch ist eine DNA-Schädigung aufgetreten. Lediglich mit einer Schädigung 
der Kutikula ist zu rechnen, da dies bereits bei den mit geringer Dosis begasten Eiern 
aufgetreten ist. Ansonsten waren auch nach Behandlung mit Praxisdosierung keine 
Veränderungen bei den untersuchten Parametern mit den gewählten Methoden 
nachweisbar. 
 
Im Hinblick auf die biochemischen Untersuchungen kann zusammenfassend gesagt werden, 
dass eine Ozonierung von Bruteiern mit einer geeigneten Dosierung (in diesem Fall die 
geringe und Praxisdosierung) offensichtlich keine direkten Schäden für die Entwicklung des 
Embryos hervorruft und somit ein Einsatz in Brütereien sinnvoll erscheint, wohingegen die 
Anwendung bei Konsumeiern durch die starke Geruchsveränderung der begasten Eier nicht 
in Frage kommt. 
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The disinfection of hatching eggs plays an important role for the prevention of zoonoses, 
esspecially salmonellosis, a widespread food-born disease. In the present study ozone was 
investigated as an alternative for the commonly used formaldehyde fumigation. Ozone has 
several advantages compared to formaldehyde, e.g. its easy application, no residues and its 
effectivness against a variety of microorganisms.  
Essential structures like lipids (i.e. unsaturated fatty acids, FA) and proteins are attacked by 
ozone, which changes permeability and damages the bacterial cell. 
The effectivness of ozone regarding the reduction of microorganisms, i.e. Salmonella 
Enteritidis, on hatching eggs was demonstrated, but it is not clear, if and how components of 
the egg important for embryonic development and human nutrition, are affected. 
Biochemical investigations on egg components, like vitamin A and E, lipids, proteins and the 
embryonic DNA were carried out in order to examine the possible influence of ozone. 
 
Therefore four different experiments were set up: incubation of hatching eggs with 5 % ozone 
and 60 min exposure (high dose), with 2,5 % ozone and 40 min exposure (medium dose), 
with 1 % ozone and 20 min exposure (low dose) and with 1 % ozone and 120 min exposure 
(practice dosage). Every experiment included a control group without ozone exposure. After 
that different materials of the egg like egg white, yolk, cuticula and the germ disk cells were 
taken and analysed biochemically.   
The measurement of solube Vitamin A and E was carried out by HPLC, the FA composition 
was determined by GC. In order to show differences in the DNA between ozone exposed 
eggs and its control group, the comet assay and cell culture techniques were used. The 
influence of ozone on proteins was analysed by measurement of free SH-groups in the egg 
white. The composition of the cuticula was estimated by gel electrophoresis.  
 
In summary the results show, that ozone itself or its generated products can cause dose 
depentent alterations of egg components like lipids, proteins, vitamins and the DNA. Ozone 
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damage seems to grow with increasing ozone concentrations. In contrast to that, a longer 
exposure time combined with low ozone concentration seems to have no significant affect on 
the parameters investigated. Signifikant differences between the experimental and control 
groups appeared only after high and medium dose applications. Vitamin E and some FA 
were reduced after high dose treatment. Furthermore the SH-groups of the proteins were 
diminished. Also DNA fragmentation and COP could be detected.  
Medium dose treatment caused significant differences in the DNA and vitamin E content.  
Eggs, which were exposed to practice dosage, showed neither reduced vitamin contents nor 
DNA alterations. Only a damaged cuticula is very likely, because even low concentrations 
were sufficent to destroy this layer.  
 
In conclusion in the present study no direct damage could be detected after ozonisation of 
hatching eggs with a suitable dosage (practice dosage). Thus the use of ozone for egg 
disinfection in hatcheries seems to be possible. But due to the strong smell after ozonisation 
the application of ozone on consumer eggs is not recommended. 
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9  Anhang 
 
9.1  Chemikalien 
 
Aceton       Riedel de Haen, Seelze 
Ascorbinsäure     SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
bovines Serumalbumin (BSA)   SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Bromphenolblau     Chemapol, Prag 
Butylhydroxytoluol (BHT)    SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Chloroform (99 %ig)     Fisher Scientific GmbH, Belgien  
Coomassieblau     Ferrak, Berlin 
Dithionitrobenzoesäure (DTNB)   MERCK, Darmstadt 
Dimethylsulfoxid (DMSO)    SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Etthidiumbromid     MERCK, Darmstadt 
Ethanol (96 %ig)     Laborchemie, Apolda 
FIM-FAME-6 Mix     Matreya, USA  
Glucose      MERCK, Darmstadt 
Glycin       MERCK, Darmstedt 
Harnstoff      Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
HCl       Laborchemie, Apolda 
8-Hydroxyquinolin     SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
n-Hexan      Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Isopropanol      MERCK, Darmstadt 
Iscove´s Basalmedium    BIOCHROM AG, Berlin 
Kaliumdihydrogenphosphat    Laborchemie, Apolda 
Kaliumchlorid      Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Kaliumhydroxid     Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
L-α-Phosphtidylcholin C 17:0   Matreya, USA  
Low Melting Agarose     Carl Roth GmbH, Karlsruhe  
Magnesiumsulfat     MERCK, Darmstadt 
Methanol      Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Methanolische Salzsäure    SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Natriumchlorid     SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Natriumhydroxid     Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Natriumhydrgencarbonat    MERCK, Darmstadt 
Natriumhydrgenphosphat    MERCK, Darmstadt 
Normalagarose     Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Ovalbumin      CALBIOCHEM, USA  
Omegawax column test mix    SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Penicillin / Streptomycin    BIOCHROM AG, Berlin 
Perchlorsäure      Laborchemie, Apolda 
Polyacrylamid      Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Poly-L-Lysin      SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Roti-Quant für Bradforttest    Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
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SDS       SERVA Feinbiochemica, Heidelberg 
Trichloressigsäure     Laborchemie, Apolda 
Tris-(hydrxymethyl)-aminomethan   Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Triton X 100      Ferrak, Berlin 
Trometamol (Trizma Base)    SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Trypanblau      SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Trypsin      BIOCHROM AG, Berlin 
 
9.2 Verbrauchsmaterialien 
 
1,5 ml Kryogefäße     greiner bio-one, Solingen 
Bluecups (50 ml)     greiner bio-one, Solingen 
Eppendorfgefäße      Eppendorf, Hamburg 
Zellkulturflaschen 25 cm2    greiner bio-one, Solingen 
Schraubkappen m. teflonbeschichteten   Fa. Th. Geyer, Berlin 
Dichtungen   
Wheaton-Kulturröhrchen    Fa. Th. Geyer, Berlin 
Gaschromatographie(GC)-Messröhrchen  VARIAN, Darmstadt 
HPLC-vials      YMC Europe GmbH, Dinkslaken 
Omnifix-Einmalspritzen    Braun Melsungen AG, Melsungen  
Einmalküvetten     Brand GmbH Co. KG, Wertheim 
Objektträger      Carl Roth GmbH, Karlsruhe   
Deckgläschen      Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Mikrotiterplatten     greiner bio-one, Solingen 
 
 
 
9.3   Herstellung der Lösungen 
 
 
Vitamin C (L(+)-Ascorbinsäure) 15 %ig (w / w) 
 
 15 g Ascorbinsäure + 85 ml Aqua bidest 
 
Kaliumhydroxid 10 M 
 
 140,3 g KOH ad 250 ml Aqua bidest 
 
BHT (Butylhydrxytoluol) 0,1 %ig  
 
 2 mg BHT + 2 ml Aqua bidest  
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HBSS-Puffer (Hank`s Balanced Salt Solution) 
 
KCl     399,0 mg 
Na2HPO4.2H2O   53,4 mg 
KH 2 PO 4    54,0 mg 
NaHCO 3    35,8 mg 
MgSO 4 
NaCl     7,946 g 
Glucose    1,008 g 
Aqua bidest    ad 1  l 
 
Einstellung auf pH 7,4 
steril filtrieren    
 
 
Trypsin-EDTA-Lösung 
 
Stammlösung (10x): 
 
Trypsin / EDTA (0,5 % / 0,2 %) in 10x PBS ohne Ca 2+, Mg 2+  
 
 
Gebrauchslösung: 
 
Trypsinstammlösung   100 ml 
Aqua bidest    ad 1000 ml  
 
steril arbeiten   
 
Lyse-Lösung für Comet-Assay 
 
Stammlösung: 
 
 NaCl     146,1  g 
 EDTA     29,22 g 
 Trometamol    1,211 g 
 Aqua bidest    ad 1000 ml 
 
 pH-Wert auf 10 einstellen 
 
30 min vor Gebrauch herzustellen (für zwei Färbebehälter): 
 
 Triton X 100    2,5 ml 
 Dimethylsulfoxid (DMSO)  25 ml 
 Lyse-Stammlösung   ad 250 ml 
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Elektrophorese-Puffer (Comet-Assay) 
 
 NaOH 10 M    24 ml 
 EDTA (200 mM)   4 ml  
 8-Hydroxyquinolin   0,8 g 
 DMSO     1,6 ml 
 Aqua bidest    ad 800 ml 
 
 pH-Wert >10 einstellen 
 
Elektrophorese-Puffer (Kutikulaproteine) 
 
 Stammlösung (10 X): 
  
 Tris HCl    6 g 
 Glycin     28,8 g 
 Aqua bidest    ad 200 ml 
 
 
 Direkt vor Elektrophorese herzustellen: 
 
 Stammlösung 10 X   40 ml 
 SDS 10 %ig    2 ml 
 Aqua bidest    ad 400 ml 
 
 pH-Wert auf 8,8 einstellen 
 
Probenpuffer 
  
 Tris HCl (0,5 M, pH 6,8)  1,25 ml 
 Glycerol    2,5 ml 
 SDS (10 %ig)    2,0 ml 
 Bromphenolblau 0,5 % (w / v) 0,2 ml 
 Aqua bidest    3,55 ml 
 
Bei Raumtemperatur lagern 
 
kurz vor Gebrauch 50µl β-Mercaptoethanol zur Lösung dazugeben; 
 
Verdünnung des Puffers mit Probe (1:2) bei 95°C für 4 min  
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Ethidiumbromidlösung zum Anfärben 
 
 Stammlösung (10 X): 
 
 10 mg Ethidiumbromid / 50ml Aqua bidest 
 
 Für 1 X-Lösung : 
 
 1 ml Stammlösung (10 X) + 9 ml Aqua bidest 
 
Normalagarose (1 %ig) 
 
 Normalagarose   0,2 g 
 in kochendem Aqua bidest  20 ml 
 langsam lösen 
 
Low-Melting-Agarose (0,5 %ig) 
 
 Low-Melting-Agarose   0,1 g 
 in kochendem Aqua bidest  20 ml 
 langsam lösen 
 
 
Gelzusammensetzung der Polyacrylamidgele 
 
Für zwei kleine Gelplatten mit den Abmessungen 0,75 mm x 7,3 cm x 8,3 cm wurden 
folgende Chemikalien benötigt: 
10 ml Trenngel:     12,5 % Acrylamid-Konzentration 
4,17 ml  Acrylamid (30 %ig+ 0,8 % N,N´- Methylenbisacrylamid) 
3,30 ml  Aqua bidest 
2,50 ml  1,5 M Tris-HCl  pH 8,8 
100  µl   Ammoniumperoxodisulfat (APS) 
  10  µl    N,N,N`,N`-tetra-methyl-ethylendiamin (Temed) 
 
5 ml Sammelgel:    5 % Acrylamid-Konzentration 
 
0,84 ml   Acrylamid ( 30%ig + 0,8 % N,N´-Methylenbisacrylamid) 
2,90 ml  Aqua bidest 
1,25 ml  0,5 M Tris-HCl  pH 6,8 
  50 µl    Ammoniumperoxodisulfat (APS) 
    5 µl     N,N,N`,N`-tetra-methyl-ethylendiamin (Temed) 
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9.4  Tabellen 
 
 
 
 
In ovo In vitro Anteil FS am 
Gesamtgehalt in 
% Kontrolle Ozon Signifikanz Kontrolle Ozon Signifikanz 
C14:0 0,37±0,05 0,35±0,04 n.s. 0,55±0,07 0,61±0,50 n.s. 
C16:0 25,59±1,32 25,37±1,41 n.s. 24,76±1,82 26,39±1,05 n.s. 
C18:0 9,77±0,81 11,10±0,68 p<0,05 8,96±0,29 9,35±0,71 n.s. 
C18:1n9 41,46±,2,17 38,18±2,90 p<0,05 38,59±1,81 37,88±1,13 n.s. 
C18:1n7 2,02±0,23 2,82±0,77 n.s. 2,07±0,15 2,00±0,15 n.s. 
C18:2n6 15,77±2,04 15,96±2,46 n.s. 18,56±0,69 17,88±1,13 n.s. 
C18:3n6 0,14±0,03 0,14±0,02 n.s. 0,14±0,02 0,13±0,02 n.s. 
C18:3n4 0,04±0,004 0,03±0,01 n.s. 0,03±0,002 0,04±0,01 n.s. 
C18:3n3 0,47±0,09 0,45±0,11 n.s. 0,75±0,07 0,76±0,09 n.s. 
C18:4n3 0,05±0,01 0,04±0,01 n.s. 0,18±0,01 0,17±0,01 n.s. 
C20:0 0,02±0,004 0,02±0,005 n.s. 0,03±0,002 0,03±0,002 n.s. 
C20:1n9 0,24±0,02 0,21±0,01 n.s. 0,22±0,01 0,22±0,01 n.s. 
C20:2n6 0,14±0,01 0,15±0,04 n.s. 0,18±0,05 0,23±0,03 n.s. 
C20:3n6 0,18±0,04 0,20±0,02 n.s. 0,13±0,02 0,11±0,01 n.s. 
C20:4n6 2,35±0,27 3,07±0,30 p<0,05 2,65±0,19 2,33±0,20 p<0,05 
C22:2n6 0,07±0,004 0,14±0,01 p<0,05 0,07±0,01 0,05±0,10 p<0,05 
C22:4n6 0,15±0,02 0,20±0,02 p<0,05 0,20±0,03 0,18±0,20 n.s. 
C22:5n3 0,11±0,01 0,15±0,03 p<0,05 0,25±0,04 0,22±0,04 n.s. 
C22:4n3 1,07±0,16 1,42±0,10 p<0,05 1,68±0,16 1,41±0,22 n.s. 
Summe  
gesättigte FS 35,75±1,20 38,85±1,12 n.s. 38,09±2,02 36,38±1,84 n.s. 
Summe einfach 
ungesättigte FS 43,71±2,28 41,21±2,57 n.s. 37,56±1,92 40,10±1,23 n.s. 
Summe mehrfach 
ungesättigte FS 20,53±2,37 21,95±2,43 n.s. 24,35±1,04 23,52±1,72 n.s. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 9.1: Prozentuale Anteile einzelner FS am FS-Muster (MW±SD; n=7), Hohe 
Dosierung, n.s.= nicht signifikant, signifikant bei p<0,05 
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In ovo In vitro Anteil FS am 
Gesamtgehalt in 
% Kontrolle Ozon Signifikanz Kontrolle Ozon Signifikanz 
C14:0 0,36±0,04 0,39±0,30 n.s. 0,42±0,04 0,45±0,04 n.s. 
C16:0 26,42±0,84 25,53±1,39 n.s. 26,02±0,80 28,02±0,98 p<0,05 
C18:0 11,24±0,87 10,22±0,30 p<0,05 10,31±0,48 11,26±0,36 p<0,05 
C18:1n9 38,17±2,63 40,52±1,80 n.s. 40,15±0,94 38,44±0,95 p<0,05 
C18:1n7 2,04±0,19 2,61±0,29 p<0,05 2,40±0,25 2,13±0,16 p<0,05 
C18:2n6 15,34±1,45 15,27±0,79 n.s. 14,67±0,98 13,88±1,04 n.s. 
C18:3n6 0,13±0,01 0,14±0,02 n.s. 0,13±0,02 0,12±0,01 n.s. 
C18:3n4 0,02±0,004 0,02±0,002 n.s. 0,05±0,006 0,05±0,01 n.s. 
C18:3n3 0,40±0,09 0,45±0,05 n.s. 0,46±0,06 0,44±0,06 n.s. 
C18:4n3 0,04±0,01 0,04±0,004 n.s. 0,14±0,02 0,14±0,01 n.s. 
C20:0 0,02±0,003 0,02±0,003 n.s. 0,03±0,01 0,03±0,01 n.s. 
C20:1n9 0,21±0,02 0,22±0,02 n.s. 0,28±0,04 0,27±0,04 n.s. 
C20:2n6 0,15±0,02 0,15±0,01 n.s. 0,17±0,03 0,20±0,03 n.s. 
C20:3n6 0,21±0,03 0,17±0,02 p<0,05 0,18±0,04 0,17±0,04 n.s. 
C20:4n6 3,35±0,79 2,62±0,18 p<0,05 2,71±0,24 2,61±0,31 n.s. 
C22:2n6 0,15±0,01 0,21±0,01 p<0,05 0,09±0,01 0,11±0,01 p<0,05 
C22:4n6 0,20±0,05 0,17±0,02 n.s. 0,22±0,03 0,22±0,04 n.s. 
C22:5n3 0,15±0,05 0,13±0,02 n.s. 0,16±0,04 0,15±0,04 n.s. 
C22:4n3 1,40±0,38 1,15±0,09 n.s. 1,41±0,08 1,30±0,09 n.s. 
Summe  
gesättigte FS 38,04±0,97 36,16±1,36 n.s. 36,78±1,11 39,77±1,22 n.s. 
Summe einfach 
ungesättigte FS 40,42±2,59 43,34±1,87 n.s. 42,83±0,84 40,84±0,87 n.s. 
Summe mehrfach 
ungesättigte FS 21,54±2,05 20,50±0,94 n.s. 20,39±1,18 19,39±1,31 n.s. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab.9.2: Prozentuale Anteile einzelner FS am FS-Muster (MW±SD; n=7), Mittlere 
Dosierung, n.s.= nicht signifikant, signifikant bei p<0,05 
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In ovo In vitro Anteil FS am 
Gesamtgehalt in 
% Kontrolle Ozon Signifikanz Kontrolle Ozon Signifikanz 
C14:0 0,32±0,03 0,34±0,05 n.s. 0,45±0,03 0,45±0,02 n.s. 
C16:0 25,40±0,78 25,64±1,04 n.s. 27,24±1,02 27,65±0,92 n.s. 
C18:0 10,00±0,91 10,61±1,06 n.s. 10,22±0,70 10,48±0,74 n.s. 
C18:1n9 39,04±1,52 37,70±0,86 n.s. 42,09±1,80 41,84±1,73 n.s. 
C18:1n7 2,91±0,34 2,57±0,62 n.s. 1,97±0,23 1,83±0,22 n.s. 
C18:2n6 16,17±1,85 16,94±2,12 n.s. 13,00±2,14 12,79±2,10 n.s. 
C18:3n6 0,13±0,02 0,15±0,02 n.s. 0,12±0,02 0,13±0,01 n.s. 
C18:3n4 0,03±0,004 0,03±0,005 n.s. 0,05±0,007 0,05±0,01 n.s. 
C18:3n3 0,46±0,09 0,50±0,10 n.s. 0,26±0,04 0,26±0,04 n.s. 
C18:4n3 0,05±0,01 0,04±0,01 n.s. 0,18±0,02 0,18±0,03 n.s. 
C20:0 0,02±0,002 0,03±0,004 n.s. 0,03±0,002 0,03±0,002 n.s. 
C20:1n9 0,20±0,02 0,20±0,02 n.s. 0,23±0,04 0,24±0,03 n.s. 
C20:2n6 0,14±0,02 0,15±0,02 n.s. 0,13±0,02 0,13±0,03 n.s. 
C20:3n6 0,18±0,01 0,20±0,02 n.s. 0,17±0,03 0,17±0,0,2 n.s. 
C20:4n6 3,04±0,29 3,03±0,45 n.s. 2,47±0,12 2,39±0,12 n.s. 
C22:2n6 0,15±0,01 0,15±0,01 n.s. 0,09±0,02 0,09±0,01 n.s. 
C22:4n6 0,18±0,03 0,16±0,04 n.s. 0,16±0,03 0,16±0,03 n.s. 
C22:5n3 0,11±0,03 0,12±0,02 n.s. 0,10±0,01 0,11±0,01 n.s. 
C22:4n3 1,46±0,14 1,42±0,27 n.s. 1,05±0,08 1,02±0,12 n.s. 
Summe  
gesättigte FS 36,71±1,55 35,77±0,50 n.s. 37,93±1,67 38,61±1,61 n.s. 
Summe einfach 
ungesättigte FS 40,39±1,31 42,21±1,56 n.s. 44,24±1,98 43,91±1,85 n.s. 
Summe mehrfach 
ungesättigte FS 22,90±2,06 22,02±1,64 n.s. 17,79±2,12 17,79±2,04 n.s. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab.9.3.: Prozentuale Anteile einzelner FS am FS-Muster (MW±SD; n=7), Geringe 
Dosierung, n.s.= nicht signifikant, signifikant bei p<0,05 
 
                                                                Anhang    
 ix 
 
 
 
 
 
Kürzel Trivialname Kürzel Trivialname 
C14:0 Myristinsäure C20:0 Arachinsäure 
C16:0 Palmitinsäure C20:1n9 Eicosensäure 
C18:0 Stearinsäure C20:2n6 Eicosadiensäure 
C18:1n9 Ölsäure  C20:3n6 Dihomogammalinolensäure 
C18:1n7 Vaccensäure C20:4n6 Arachidonsäure 
C18:2n6 Linolsäure C22:2n6 Docosadiensäure 
C18:3n6 Gammalinolensäure C22:4n6 Adrensäure 
C18:3n4 Octadecatriensäure C22:5n3 Docosapentaensäure 
C18:3n3 α-Linolensäure C22:4n3 Docosahexaensäure 
C18:4n3 Octatecatetraensäure   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 9.4: Ermittelte FS und ihre in Tab. 9.1, 9.2 und 9.3 verwendeten Kürzel 
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